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RESUMEN 
Los enterococos, considerados patógenos emergentes, presentan una gran 
versatilidad genética actuando en el medio ambiente como reservorios genéticos de 
virulencia y resistencia. Se determinó comparativamente en 33 cepas de enterococos 
clínicos y 34 cepas de origen marino los perfiles de resistencia antimicrobiana, perfil 
fenotípico y la presencia de los marcadores de virulencia gelE, cylA, esp y hyl, 
relacionados respectivamente con: la gelatinasa, hemolisina, la proteína de superficie 
enterocócica y una putativa glicosil-hidrolasa; además se realizaron ensayos de 
mortalidad en el modelo experimental Galleria mellonella (Orden: Lepidoptera).  
Se determinó en cepas marinas sólo la presencia de gelE y esp, con una 
expresión fenotípica fuerte de biopelículas en casi todas las cepas, aunque no se 
demostró asociación con estos marcadores. Sólo el 14.3% de enterococos gelE+ 
presentó actividad gelatinasa y ninguna cepa resultó ser betahemolítica ni portar cylA 
(Activador de la hemolisina). En el grupo clínico se observó múltiples antibiotipos y 
perfiles de virulencia en relación directa a la especie y al origen de la infección. El 
marcador hyl estaba presente sólo en cepas resistentes a vancomicina (EVR) y 
portadoras de esp, además se detectó en este grupo cepas betahemolíticas (12.1%) y 
portadoras de cylA (15.2%) mientras que el 48.5% presentaron gelE y la actividad 
gelatinasa fue detectada en un 30.3% de la cepas. 
Las cepas clínicas con actividad gelatinasa y hemolisina positivas desarrollaron  
una alta  mortandad en G. mellonella, en tanto una cepa de E. faecalis de origen 
marino (gelatinasa positiva) presentó una mortandad similar al grupo clínico. Se 
determinó que los enterococos marinos, principalmente E. faecalis, conservan ciertas 
características de virulencia y de resistencia antimicrobiana por lo que su persistencia 
en el ambiente marino representa una amenaza potencial a la salud pública 
Palabras clave: Virulencia, enterococo, multiresistencia, patogenicidad, G. mellonella 
 
 
 
ABSTRACT 
Enterococci are emerging pathogens, retaining virulence and antimicrobial 
resistance genes in marine environmental. antimicrobial resistance profiles, phenotype 
profile and presence of virulence markers were compared in 33 clinical isolates and 34 
marine strains. Virulence markets gelE, CylA, esp and hyl, these respectively are 
gelatinase, hemolysin, enterococcal surface protein, and putative glycosyl-hydrolase; 
besides mortality trials were conducted in the experimental model Galleria mellonella 
(Order: Lepidoptera).  
  Was found only in marine enterococci the presence of gelE and esp, with strong 
biofilms in almost all strains, no association showed with these markers. Only 14.3% of 
enterococci gelE+ and gelatinase activity showed no strain proved beta hemolytic or 
carry cylA (hemolysin activator). In the clinical group multiple virulence antibiotypes and 
profiles related to the species and origin of infection was observed, hyl marker was 
present only in strains vancomycin resistance (VRE) and esp-positives, also detected 
in this group, beta-hemolytic (12.1%) and strains carrier cylA (15.2%), in addition 
48.5% of clinical enterococci are gelE and gelatinase activity was detected in 30.3% of 
the strains.  
Gelatinase positive isolates and hemolysin developed a high mortality in G. 
mellonella, a strain of E. faecalis of marine origin (positive gelatinase) with similar 
clinical group mortality. It was determined that marine enterococci, mainly E. faecalis, 
retain some virulence characteristics and antimicrobial resistance so its persistence in 
the marine environment is a threat to public health. 
 
Keywords: Virulence, enterococci, multiresistance, pathogenicity, G. mellonella 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Por varias décadas  las especies de Enterococcus, debido a su característica 
de comensal intestinal, se creían inofensivas para los seres humanos y de poca 
importancia médica; incluso llegaron a utilizarse extensivamente como cultivos 
iniciadores o “starter” en la industria de los alimentos y los probióticos. Sin embargo, 
en la actualidad son reconocidos como uno de los más comunes y peligrosos agentes 
patógenos intrahospitalarios, que en algunos casos alcanzan una mortalidad  en 
pacientes cercana al 61% (Silva et al., 2005). 
 
A nivel mundial las infecciones enterocócicas se encuentran entre las 10 
primeras infecciones nosocomiales. Desde finales de las década de los años 80 
emergieron peligrosamente como microorganismos muy versátiles con una rápida 
evolución en su virulencia relacionada con el empleo indiscriminado de 
antimicrobianos de amplio espectro, el uso de técnicas diagnósticas y terapéuticas 
invasivas, estancias hospitalarias prolongadas, aumento de la población 
inmunodeprimida, habilidad para adquirir determinantes genéticos de resistencia y la 
adquisición de nuevos  factores de virulencia (Quiñones, 2010). 
 
Las patologías desarrolladas por enterococos involucran comúnmente: 
bacteriemias, septicemias, sepsis hepatobiliar, infecciones piogénicas, 
intraabdominales, oculares, pélvicas e infecciones neonatales y endocarditis. Es el 
segundo  microorganismo más comúnmente aislado de infecciones urinarias, además 
de ser el responsable del incremento de la estancia hospitalaria y generar un serio 
problema en la unidad de cuidados intensivos (UCI) de hospitales de todo el mundo. 
 
Tan solo en Estados Unidos cada año se registran aproximadamente 800 000 
casos de infecciones enterocócicas con un costo promedio de 500 millones de dólares 
[2] 
 
(Tendolkar et al., 2003). El 2005 en el Reino Unido, se reportaron  7 066 casos de 
bacteriemias representando un incremento del 8% frente al registrado en el 2004, del 
cual el 28% presentaban casos de resistencia antimicrobiana; esto llevó a que la 
Agencia de Protección de la Salud (HPA)  expresara que  “un incremento tan 
considerable en las bacteriemias causadas por un solo tipo de patógeno  jamás se 
había observado anteriormente” (Health Protection Agency, 2007). 
 
Incluso a nivel local representan un serio problema de salud pública. Tan solo 
en el periodo de enero 2009 - enero 2010 en el Hospital Guillermo Almenara Irigoyen  
se reportaron  674 casos de infecciones severas por enterococos; según el género  el 
80.3% se diagnosticaron en infecciones urinarias en pacientes mujeres, mientras que 
el 11.5% de los casos se diagnosticaron en sangre; un patrón similar fue observado en 
pacientes varones, donde el 69.6% de los casos eran aislados de infecciones 
urinarias; mientras que el 16.7% de infecciones provenían de muestras de sangre 
(H.G.A.I., 2011). 
 
La versatilidad genética enterocócica impulsada por una constante presión en 
el uso de antimicrobianos ha llevado a una rápida evolución en los patrones de 
virulencia; elementos móviles como transposones, plásmidos conjugativos, islas de 
patogenicidad y feromonas sexuales favorecen la adquisición e intercambio génico de 
virulencia, entre los cuales  se enumeran: la gelatinasa enterocócica, responsable de 
la degradación indirecta del tejido conectivo, alteración del sistema inmune y promotor 
de la formación de biopelículas; la hialuronidasa enterocócica, que actúa sobre el 
ácido hialurónico facilitando la diseminación y ocasionando daño tisular; la hemolisina, 
una toxina con actividad hemolítica muy  asociada con mortandad en bacteriemias 
nosocomiales; y la proteína de superficie enterocócica (ESP) que contribuye a la 
colonización del tracto urinario, formación de biopelículas y evasión del sistema 
inmune. 
[3] 
 
 
Los enterococos se liberan al ambiente por medio de las aguas residuales que 
provienen de zonas urbanas y rurales, hospitales e industria. Las características 
intrínsecas de resistencia a factores ambientales los hacen persistentes, incluso al 
tratamiento de las plantas depuradoras de aguas residuales. Enterococcus sobrevive 
por largos periodos aún en estas condiciones, planteándose la posibilidad  de ser 
asimiladas por la cadena alimenticia y por contaminación con fuentes de agua para 
uso recreativo o consumo humano directo.Según la Dirección General de Salud 
Ambiental (DIGESA) durante cada temporada de verano acuden mensualmente más 
de 1.3 millones de bañistas a las playas del litoral, y cada año se reportan nuevos 
casos de infecciones en ojos, oídos, piel y cuadros de gastroenteritis por exposición a 
aguas recreacionales contaminadas (Turbow et al., 2003). 
 
Dada la asociación de los enterococos en patologías nosocomiales y su 
persistencia en el mar se hace necesario realizar una mayor investigación focalizada 
en las características fenotípicas y moleculares de virulencia en cepas marinas y 
establecer su relación con las cepas de origen nosocomial, a fin de determinar si  su 
persistencia constituye un potencial riesgo para la salud pública. En este estudio se 
evaluaron comparativamente  2 colecciones de cepas seleccionadas: el primer grupo 
procedente de estudios previos realizados por Guerrero & Alvarado (2005) en 
enterococos de origen marino donde se determinaron especies asociadas a patologías 
humanas; y una selección de cepas clínicas causantes de infecciones y aisladas de 12 
Unidades de Servicio del Hospital Guillermo Almenara Irigoyen para fines de esta 
investigación. 
 
  
[4] 
 
2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1. El Género Enterococcus: Taxonomía y Fisiología 
 
El género Enterococcus pertenece al Phylum Firmicutes (Bacterias Gram 
positivas), el orden Lactobacillale y la  familia Enterococcaceae. Tienen un genoma 
con un contenido en G+C < 50%, con una extensión de  3.2 mega bases (Mb) 
nitrogenadas en Enterococcus faecalis y 2.9 Mb para Enterococcus faecium. 
Morfológicamente, gracias a la tinción Gram, se observan cocos Gram positivos 
dispuestos en cortas cadenas, cocos simples o en pares; son además anaerobios 
facultativos, en su mayoría homo-fermentativos y no forman esporas. Los enterococos 
también están agrupados dentro de las bacterias ácido lácticas (BAL) y su uso en la 
industria probiótica se ha extendido durante la última década por ser productoras de 
péptidos antimicrobianos denominados bacteriocinas que presentan actividad contra 
un amplio rango de patógenos como Listeria monocytogenes, Clostridium pefringens y 
Staphylococcus aureus (Campos et al., 2006).  
 
Inicialmente los enterococos fueron incluidos en el grupo de los estreptococos. 
En 1930, Sherman clasificó a los estreptococos en cuatro clases: Pyogenes, Lactis, 
Viridans y Enterococcus,  denominados también estreptococos fecales del Grupo D 
por presentar el antígeno del grupo D de Lancefield (Sood et al., 2008). Schleifer y 
Kilpper (1984) basados en estudios de hibridización del ADN-ADN y ADN-ARNr 
demostraron diferencias significativas entre los estreptococos fecales del grupo D y los 
demás miembros del género Streptococcus, creándose así el género Enterococcus; 
esta separación fue confirmada luego por el análisis de secuencia del ARNr 16S y 
agrupados en diversos grupos intra-especies con características fenotípicas propias 
(Ludwig et al., 1985). Así por ejemplo E. faecalis constituye un grupo  diferenciado de 
las demás especies principales que están organizados dentro de los grupos faecium, 
[5] 
 
cecorum, gallinarum y avium (Tabla 1).  El género Enterococcus agrupa hasta la fecha 
40 especies en total (Devriese et al., 1993; Panesso, 2010).  
 
Fisiológicamente los enterococos son muy versátiles y, dependiendo de la 
especie, existen una variedad de sustratos que pueden servir como fuentes de 
energía, entre ellos: glicerol, ácido láctico, ácido málico, ácido cítrico, α-cetoácidos y 
diaminoácidos (arginina y agmatina). Como todas las BAL, la fosforilación a nivel de 
sustrato es el mecanismo primario para la generación de ATP (Leblanc, 2006). 
 
El género Enterococcus presenta diversos mecanismos que le permiten 
mantener la homeostasis y el control de las concentraciones de iones, lo cual explica 
su resistencia a la variación del pH, concentración de sales,  metales y la desecación 
(Fisher y Phillips, 2009). Así por ejemplo,  E. faecalis y E. faecium pueden crecer  en 
un amplio rango de pH que va desde 4.6 a 9.9, con un pH óptimo de 7.5 (Van den 
Berghe et al., 2006), esta capacidad está asociada  con la estructura de la membrana 
celular, además de la participación de ATPasas asociadas a la membrana, que le 
confieren impermeabilidad y resistencia intrínseca a los ácidos y álcalis (Nakajo et al., 
2005). 
 
Los enterococos  crecen en un amplio rango de temperaturas que varían desde 
los 5 ºC hasta los 50 ºC, con una velocidad óptima de crecimiento a 35 ºC. Algunos E. 
faecalis y E. faecium pueden sobrevivir aún hasta los 60ºC por 30 minutos, 
distinguiéndose así del género Streptococcus (Foulquie Moreno et al., 2006). Su 
termo-resistencia al parecer esta relacionada con el contenido  de ácidos grasos y 
lípidos de la membrana, la cual es más estable a bajas temperaturas. A altas 
temperaturas los enterococos van  perdiendo resistencia, por lo que el contenido de 
ácidos grasos en la membrana se incrementa y sus niveles de  saturación disminuyen. 
Su resistencia a altas temperaturas también suele ser dependiente de la fase de 
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crecimiento, así por ejemplo durante la fase estacionaria los enterococos son mucho 
más resistentes que en otras fases del crecimiento (Martínez et al., 2003).  
 
Otras características fisiológicas importantes están relacionadas con  su 
tolerancia y desarrollo aún en presencia de sales biliares (40% w/v) y hasta un máximo 
de  6.5% de NaCl (w/v). Si bien los enterococos no contienen citocromo oxidasas 
(presentando una reacción catalasa negativa frente al peróxido de hidrógeno), muy 
ocasionalmente pueden producir una pseudo-catalasa, generando una efervescencia 
leve que podría considerarse erróneamente como positiva (Schleifer y Kilpper, 1984; 
Facklam et al., 1985). 
 
Tabla 1. Agrupación de las principales 
especies de   Enterococcus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Criterio de agrupación por caracterización 
fenotípica  según  Williams et al. (1991) 
 
 
 
GRUPOS ESPECIES 
Grupo E. faecalis E. faecalis 
  E. faecium 
Grupo E. faecium  E. durans 
  E. hirae 
  E. mundtii 
  E. avium 
Grupo E. avium E. malodoratus 
  E. raffinosus 
  E. pseudoavium 
Grupo E. gallinarum E. gallinarum 
  E. casseliflavus 
Grupo E. cecorum E. cecorum 
  E. columbae 
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2.2. El género Enterococcus: Aspectos ecológicos 
 
Los enterococos son  parte esencial de la microflora  de humanos y animales 
de sangre caliente, comparten una distribución y diversidad muy similar en estas 
fuentes, siendo las especies de E. faecium y E. faecalis las más comunes en el tracto 
gastrointestinal  (TGI). Diversos estudios han determinado mediante análisis del ARNr 
16S y las técnicas convencionales de cultivo que estos microorganismos se localizan 
esencialmente en el intestino delgado, con una mayor abundancia en el yeyuno y el 
íleon (Hayashi et al., 2005). El número de E. faecalis en heces humanas se encuentra 
en un rango de 105 a 107 UFC/gramo, y  en el caso de E. faecium de 104 a 105 
UFC/gramo (Fisher y Phillips, 2009). Adicionalmente, los enterococos se observan en 
menor cantidad en secreciones oro-faríngeas, vaginales, en la piel y en región perianal 
(Kayser, 2005). 
 
El papel que los enterococos desempeñan en el TGI del hospedero no se ha 
establecido claramente. Ciertos estudios sugieren un papel modulador del sistema 
inmune en cerdos por E. faecium (Scharek et al., 2005). En otros, la administración de 
E. faecium disminuye el recuento de E. coli recuperado de las heces de animales, a su 
vez que contribuye a disminuir la tasa de infección por Chlamydia en el intestino y en 
la vagina. Estas investigaciones muestran información preliminar, pues aún no se ha 
determinado por completo cómo la población endógena enterocócica podría contribuir 
a la protección del TGI de las infecciones por microorganismos patógenos (Panesso, 
2010). 
 
E. faecalis y E. faecium también son aislados frecuentemente en quesos, 
pescados, embutidos y carne molida. Muchos de estos alimentos, al ser de origen 
animal, están asociados por contaminación cruzada con enterococos que sobreviven a 
los procesos térmicos (Foulquie Moreno et al., 2006). Algunas especies (como E. 
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mundtii y E. casseliflavus) incluso  se relacionan con la microflora de plantas; de este 
modo, en climas templados son aislados frecuentemente de arbustos y flores durante 
la estación primaveral, mientras que la misma población disminuye drásticamente 
durante el invierno. Se ha especulado que los insectos juegan un rol importante en la 
distribución de los enterococos y la variación de su abundancia estacional (Devriese et 
al., 2006). 
 
Por otro lado, la evaluación microbiológica de las aguas superficiales y 
residuales usualmente involucra la detección de patógenos específicos y, más 
comúnmente, la detección de indicadores fecales. Los enterococos están bien 
correlacionados con la incidencia  de enfermedades diarreicas observadas entre 
bañistas (Fujioka, 1997); Por ello y dada su persistencia en ambientes acuáticos, son 
considerados buenos indicadores de contaminación fecal.  
 
2.2.1. Enterococcus en ambientes marinos y aguas residuales 
 
El hábitat natural de las bacterias entéricas se encuentra en el intestino, por 
ende su presencia en otras fuentes naturales es señal de contaminación fecal. Cuando 
las aguas residuales se descargan en un sistema acuático natural, estos 
microorganismos alóctonos necesitan adaptarse para sobrevivir a un ambiente hostil y 
nuevo.  
 
El ambiente marino se caracteriza por su naturaleza oligotrófica, donde la poca 
disponibilidad de nutrientes y otros factores abióticos  tales como salinidad, radiación 
solar, temperatura y bajas concentraciones de oxígeno disponible ejercen una presión 
negativa sobre su supervivencia (Noble et al., 2004). Estas condiciones adversas 
inducen fuertemente en la célula bacteriana diversos mecanismos de resistencia  que 
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conllevan a un rápido cambio en el patrón  de la expresión génica y una 
reorganización metabólica (Hartke et al., 1998). 
 
Las estrategias de supervivencia en microorganismos alóctonos involucran 
distintas respuestas como la adherencia a superficies tanto bióticas como abióticas y 
entradas al estado de “bacteria viable no cultivable” (BVNC), el cual es definido como 
un  estado de silenciamiento de muchas actividades metabólicas; en estas condiciones 
son incapaces de crecer y formar colonias en medios de cultivo, pero las células 
mantienen la viabilidad, una producción específica de ARNm y modificaciones en la 
pared celular (Heims et al., 2002). Tanto en el estado viable como en el viable-no 
cultivable se mantiene la capacidad de los enterococos para adherirse a superficies 
que contienen quitina, como la presente en  el exoesqueleto de organismos 
zooplanctónicos, de esta manera su viabilidad se mantiene por un periodo mayor. 
Estas formas de resistencia no son detectadas por los métodos convencionales, así 
que la persistencia real de los patógenos en el ambiente marino estaría siendo 
subestimada (Signoretto et al., 2004).  
 
Por otro lado, las aguas residuales de zonas urbanas, granjas y hospitales  
constituyen un reservorio importante para los enterococos resistentes (ER) a 
antibióticos (algunos portadores de elementos genéticos de virulencia). El área costera 
de Lima y Callao concentra el vertimiento de aguas residuales domésticas e 
industriales de la ciudad, aportando al mar un caudal promedio de 10,91 m3/s  
(Salbatier et al., 2008) y muchas veces sin tratamiento previo. 
 
Los biosólidos,  contenidos en estas aguas como  materia fecal y otros 
desechos orgánicos, favorecen la persistencia de ER  y otras bacterias, incluso 
cuando pasan por plantas de tratamiento de agua residual (PTAR). Blanch et al (2003)  
por ejemplo observaron una alta similitud en la composición de la estructura 
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poblacional enterocóccica de aguas residuales de hospitales y otras zonas urbanas 
cercanas, determinando su influencia y aislando de estas fuentes cepas resistentes a 
eritromicina (ERE) y  vancomicina (EVR). 
 
Por otro, lado Da silva et al (2006) demostraron que los procesos depurativos 
de las  PTAR no reducen la carga enterocócica, mas aún contribuía a la selección de 
cepas resistentes, observando un incremento en la proporción de E. faecium  frente a 
otros microorganismos. En Portugal se hallaron,  en la fase final del proceso 
depurativo, enterococos resistentes a ciprofloxacina (33% de prevalencia), eritromicina 
(40%) y tetraciclina (57%).  
 
Dado que las aguas residuales y otros efluentes (tratados o no) son arrojados 
indiscriminadamente a los cuerpos de agua dulce o marino-costeras, existe un 
dinámico y progresivo cambio en el ecosistema microbiano LO cual estaría 
impactando negativamente y constituyendo un potencial riesgo sanitario (Doud, 2011) 
 
2.3. El Género Enterococcus: Aspectos genéticos 
 
Los enterococos poseen una única y gran capacidad de intercambiar material  
genético entre sí y otros géneros, involucrando la transferencia de genes de virulencia, 
resistencia a metales pesados y antimicrobianos (Jett et al, 1994; Novais et al, 2005). 
 
Los genomas de E. faecalis V583 y E. faecium ATCC BAA-472  han sido 
secuenciados por completo, encontrándose que más del 25% del genoma posee 
elementos móviles y/o elementos exógenos adquiridos que incluyen transposones 
conjugativos y compuestos, islas de patogenicidad, regiones de unión a fagos y 
plásmidos integrativos, y un alto número de secuencias de inserción.  
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Los plásmidos presentes en Enterococcus son los vehículos de transmisión 
para  transposones y otros elementos genéticos que determinan resistencia y 
virulencia en la célula receptora, entre los más estudiados se encuentran los 
plásmidos pCF10, pAD1 y pPD1 (Folli et al., 2008). 
 
A diferencia de los sistemas de conjugación de bacterias Gram negativas, la 
conjugación en los enterococos  no requiere la participación del pili, más bien envuelve 
un complejo sistema de conjugación inducida por feromonas. La bacteria contiene un 
plásmido conjugativo que responde a feromonas para el intercambio genético con un 
estrecho rango de receptor para la conjugación, incluyendo solo especies 
estrechamente relacionadas. La trasferencia de plásmidos ocurre en respuesta a  
feromonas sexuales específicas, las cuales son péptidos secretados por la célula 
receptora libre del plásmido. La  recepción de feromonas exógenas causa la expresión 
de proteínas involucradas en los procesos de conjugación (Clewell et al., 2002). 
 
Actualmente se reconoce que la virulencia en la mayoría de casos es 
multifactorial y coordinadamente regulada con  genes de virulencia agrupados en 
distintas regiones denominadas islas de patogenicidad (PAI), que es un importante 
elemento en la evolución de patógenos  y un mecanismo eficaz de trasferencia 
horizontal de genes relacionados con virulencia. La primera PAI  enterocócica  se 
identificó en el genoma de la cepa multiresistente de E. faecalis MMH594, con un 
tamaño de 150 kb y que  codifica 129 ORF (Shankar et al., 1999). Entre los elementos 
de virulencia codificados se encontraron: la sustancia de agregación (asa), la proteína 
de superficie enterocóccica (esp), la toxina hemolítica citolisina (Operon Cyl) y otros 18 
ORF cuya función es desconocida. 
  
[12] 
 
2.4. Enterococcus y patología asociada 
 
2.4.1. Endocarditis  
Enterococcus es el tercer patógeno relacionado con mayor frecuencia  en 
casos de endocarditis. Generalmente producen endocarditis del lado izquierdo del 
músculo cardiaco, donde la válvula mitral es más afectada que la aórtica (Rice et al., 
1991). La infección se puede generar tanto en las válvulas nativas como en las 
prostéticas con una prevalencia del 5% al 20% (Dargere et al., 2002).  Los pacientes 
afectados son predominantemente hombres con un promedio de edad entre 50 y 60 
años. En las mujeres la endocarditis enterocócica se presenta durante la edad fértil, 
incluso durante el embarazo; estas infecciones se originarían al parecer en el tracto 
genitourinario (TGU) y el TGI (Malani et al., 2002). Si bien E. faecalis  es la especie 
más comúnmente aislada, también se han reportado casos de endocarditis infecciosa 
por E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans y E. raffinosus (Stepanovic et 
al., 2004). 
 
2.4.2. Infección del tracto urinario (ITU)  
Las infecciones enterocócica del tracto urinario tienen una baja mortalidad y 
morbilidad,  sin embargo  incrementan considerablemente la estadía y los costos de 
hospitalización. Las ITU complicadas y no tratadas adecuadamente generan 
pielonefritis y abscesos perinefríticos desencadenado a su vez  bacteriemias más 
severas (Upadhyaya et al., 2009). 
 
Los pacientes (principalmente hombres adultos) que han tenido cateterización 
urinaria o algún tipo de instrumentación, enfermedades del tracto urinario, o recibieron 
deficiente tratamiento con antibióticos son los principalmente afectados, siendo estas 
condiciones responsables que del 16% de pacientes con estas características 
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terminen con infecciones; en las mujeres jóvenes puede causar menos del 5% de ITU 
(Seno et al., 2005).  
 
2.4.3. Bacteriemias  
El incremento de bacteriemias se presenta en pacientes hospitalizados por 
períodos muy prolongados. Actualmente los enterococos son terceros como agentes 
causantes de bacteriemias nosocomiales en Estados Unidos, por su parte las cepas 
EVR han producido 25 % de las infecciones en las unidades de cuidado intensivo 
(UCI). 
 
Las bacteriemias provienen principalmente de infecciones del tracto urinario  
(responsable del 19% al 43% de los casos)  y del TGI, pero también se asocian con   
cateterización uretral, dispositivos intravasculares, cirugías recientes, quemaduras, y 
terapia antimicrobiana previa, mientras que las infecciones de tejidos blandos pueden 
ser la fuente entre el 15 y 30% de las bacteriemias (NNIS, 1999). Los pacientes con un 
riesgo particular de bacteriemia causada por ERV son aquellos que están recibiendo 
hemodiálisis y los receptores de cortico-esteroides, de agentes anti-neoplásicos o de 
nutrición parenteral. Por otra parte, las bacteriemias secundarias ocurren 
principalmente en procedimientos ginecológicos e infecciones de heridas quirúrgicas 
(Panesso, 2010). Normalmente la bacteriemia enterocócica es indolente, caracterizada 
por fiebre. La mortalidad asociada con la bacteriemia  se ha estimado entre el 7% y el 
37% (Ghanem et al., 2007).  
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2.4.4. Infecciones intraabdominales y pélvicas  
  Los enterococos son raramente aislados de las infecciones postquirúrgicas 
derivadas de un trauma abdominal penetrante, pero cuando están presentes se 
encuentran asociadas a otros microorganismos Gram negativos y anaerobios. Su rol 
en estas infecciones es aún muy controvertido, pero a pesar de este amplio debate se 
ha demostrado que pueden contribuir en la producción de abscesos y sepsis, y cuando 
se produce una bacteriemia enterocócica desde un foco intraabdominal la mortalidad 
es alta, con tasas por encima del 40%. Además se ha reportado que los enterococos 
son capaces de producir peritonitis espontánea y empieza en pacientes cirróticos o 
que presenten falla renal. Cuando las infecciones intraabdominales son ocasionadas 
por cepas EVR en los pacientes sometidos a trasplante desencadena un serio 
problema de salud (Panesso, 2010). 
 
2.4.5. Otras infecciones enterocócicas 
Raramente se reportan a los enterococos como únicos causantes de 
infecciones en la piel y tejidos blandos. Sin embargo se observan frecuentemente en 
infecciones mixtas de heridas postquirúrgicas, úlceras de pie diabético, y quemaduras. 
Son responsables del 12% de las infecciones del sitio quirúrgico; en infecciones de piel 
y tejidos blandos han sido identificadas como la fuente del 15% al 30% de las 
bacteriemias enterocócicas (Till et al.,  2002).  
 
Se observan con mayor frecuencia asociadas a infecciones pediátricas, 
bacteriemias neonatales y sepsis. Los enterococos son responsables de 
aproximadamente el 13% de los casos de sepsis neonatal y  raramente se reportan 
casos de meningitis. Otras infecciones no frecuentes incluyen las endoftalmitis 
endógenas o la otitis media con efusión. Los enterococos están raramente implicados 
en las infecciones del tracto respiratorio inferior. 
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2.5. Enterococcus y su resistencia a la terapia antibiótica  
 
Los enterococos tienen una notable habilidad para sobrevivir  en ambientes 
donde la presión selectiva es ejercida fuertemente por  antibióticos. Esta  resistencia  
en enterococos  suele ser de dos tipos: resistencia inherente/intrínseca y resistencia 
adquirida. La resistencia intrínseca es característica de cada especie y está presente 
en todos sus miembros, además de ser mediada  cromosomalmente. Enterococcus 
exhibe resistencia intrínseca a penicilinas (susceptibles a penicilasas), cefalosporinas, 
lincosamida, ácido nalidíxico, bajos niveles de aminoglicósidos y clindamicina (Murray, 
1990). De otro lado, la resistencia adquirida suele ser el resultado de  mutaciones en el 
ADN o por la adquisición de ADN exógeno. Ejemplos de resistencia adquirida incluye 
resistencia a penicilinas por beta-lactamasas, altos niveles de resistencia a 
vancomicina, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, aminoglicósidos, tetraciclina y 
resistencia a fluroquinolonas (Marothi et al., 2005). 
 
Los primeros reportes de resistencia a glicopéptidos aparecieron en 1980 con 
la presencia de aislados clínicos de Enterococcus faecium  EVR, desde entonces  se 
han extendido muy rápidamente. Estos eventos de resistencia en el ambiente se 
deben principalmente al incremento del uso de vancomicina en la práctica clínica 
humana misma y al uso del glicopéptido avoparcina empleado como aditivo en 
alimento balanceado  para animales. 
 
La resistencia de Enterococcus ha pasado de ser endémica a llegar a 
proporciones epidémicas en Norteamérica, similar situación observada en Europa, con 
un incremento en la mortalidad del 27% al 52% en pacientes infectados con cepas 
EVR. Para el 2005, la SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of 
Epidemiological Importance) reportó que de todos los aislados por  infecciones en 
[16] 
 
sangre, el 2% de E. faecalis y el 60% de E. faecium eran resistentes a vancomicina 
(Bearman y Wenzel, 2005).  
 
2.6. Determinantes de Virulencia en Enterococcus  
 
Muchas especies de Enterococcus son altamente virulentas cuando provienen 
de aislados clínicos y animales de granja, seguidos de los aislados en alimentos (Ben-
Omar et al., 2004). Muchos factores determinan la virulencia facilitando así: la 
habilidad para colonizar el tracto gastrointestinal, adherirse a una amplia variedad de 
proteínas de la matriz extracelular, al epitelio del tracto urinario, epitelio de la cavidad 
oral y células del riñón de embriones humanos (Fisher y Philips, 2009). Muchas 
infecciones también pueden ocurrir de forma endógena, por translocación de la 
bacteria a través de las células epiteliales del intestino, como consecuencia causan la 
infección de los nódulos de las vías linfales, y luego pueden trasladarse a otras células 
del cuerpo. Muchos determinantes de virulencia están involucrados en estos 
mecanismos de patogenicidad.  
 
2.6.1. Proteína de superficie enterocócica (ESP) 
La proteína ESP, asociada a la pared celular enterocócica, ha sido descrita 
como un factor que contribuye a la colonización y persistencia de infecciones en el 
tracto urinario, además promueve la adhesión y evasión del sistema inmune, 
formación de biopelículas y también estaría implicado en la resistencia a antibióticos 
(Fisher y Phillips, 2009). 
 
ESP fue inicialmente identificada en aislados clínicos  de E. faecalis (cepa 
MMH594) altamente virulentas y resistentes  a gentamicina (Shankar et al., 1999). 
Está vinculada a un elemento genómico con características de  isla de patogenicidad 
(PAI) con un  tamaño de  153 kb y que posee virtualmente todos los marcadores de un 
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PAI, incluyendo un menor porcentaje de G+C (32.2%) comparado con el porcentaje de 
G+C cromosomal (37.5%), posee además reguladores transcripcionales, transposasas 
y otras proteínas accesorias con roles de virulencia, adaptación y supervivencia en 
diferentes ambientes (Tendolkar et al., 2003). 
 
 El gen esp tiene un tamaño de  5622 pb, mientras que la proteína ESP madura  
está constituida por 1873 aminoácidos. Esta proteína posee características 
estructurales distintivas que incluyen bloques largos  y altamente conservados. Esta 
proteína tiene en su extremo N-terminal un péptido señal, un dominio putativo que 
podría estar implicado en la formación de biopelículas y en el extremo C-terminal un 
dominio de anclaje al peptidoglucano (con un motivo Y/F PXTG) el cual es reconocido 
por las sortasas, las cuales permiten anclar covalentemente la proteína ESP a la pared 
celular (Panesso, 2010). 
 
Una variante de ESP (denominado ESPfm) se ha descrito en un brote 
hospitalario de E. faecium resistente a vancomicina, y estaría asociada a una isla de 
patogenicidad  diferente a la de  E. faecalis MMH594 (Willems et al., 2001). ESPfm está 
presente  en mayor proporción  en aislados clínicos de E. faecium pertenecientes  al 
genogrupo denominado CC17 (Clonal Cluster 17). El gen esp fm está constituido por 
5718 pb y codifica 1975 aminoácidos, presentando un 90% de identidad con respecto 
a la  ESP de E. faecalis.  
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ESP y ESPfm muestran una similaridad global y estructural  a la proteína Bap 
de Staphylococcus aureus (asociada a la formación de biopelículas) y también a las 
proteínas Rib y alphaC, del  grupo B de estreptococos, estas proteínas al parecer 
contribuirían a evadir la respuesta del sistema inmune (Born, 2005). La expresión de la 
proteína  ESP y ESPfm  ha sido  correlacionada con la adherencia inicial al poliestireno 
y la formación de biopelículas (Sava et al., 2010). 
 
 
Figura 1. Representación esquemática de las similitud entre las proteína de superficie 
enterocócica de E. faecalis (ESP), E faecium (ESPEfm) y la proteína  Bap de S. aureus 
asociada con la formación de biopelículas. Las regiones que presentan identidad se muestran 
conectadas con líneas discontinuas y detallan los valores de los porcentajes de identidad 
(Tendolkar et al., 2003). 
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2.6.2. Hemolisina 
La hemolisina (también llamada citolisina), es una toxina identificada en el 60% 
de los aislados clínicos de E. faecalis (Panesso, 2010). Genéticamente asociada con 
elementos móviles como plásmidos y PAI’s  de E. faecalis y en menor grado como un 
operón individual dentro del cromosoma bacteriano (Ike y Clewell, 1992). 
 
La citolisina tiene actividad tóxica contra células epiteliales del intestino, células 
retinales, macrófagos y neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Los eritrocitos de 
bovinos, equinos, humanos y conejos son susceptibles a la hemólisis mediada por 
hemolisina, mientras que  los eritrocitos de ovejas y cabras son resistentes a la 
actividad hemolítica. Esta  susceptibilidad está relacionada con los mayores niveles  
de fosfatidilcolina  presentes en las membranas celulares de animales susceptibles 
(Cox et al., 2005). 
 
La hemolisina exhibe similitud estructural y funcional con la estreptolisina S  
producida por Streptococcus pyogenes, una bacteriocina del tipo lantibiótica. La 
hemolisina enterocócica tiene un amplio espectro de actividad bactericida contra 
muchos organismos Gram positivos, que muy  probablemente evolucionó a efecto del 
control local del nicho ecológico (Coburn y Gilmore, 2003). 
 
La producción de hemolisina se relaciona con el incremento de la severidad de 
infecciones oculares y disminución de la actividad retinal, observado en  modelos de 
endoftalmitis. En el caso de modelos de endocarditis,  la  inducción del daño tisular 
genera el incremento de la mortalidad en conejos (Mundy et al., 2000; Murray y 
Weinstock, 1999). Por otro lado Ike et al., (1984) demostraron que las cepas  que 
expresan actividad hemolisina eran 10 veces más tóxicas que las cepas no 
hemolíticas 
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La expresión de la hemolisina requiere del producto de 8 genes agrupados en 
un Operón, dos de ellos denominados  cylLL y cylLS, genes específicos de las 
subunidades peptídicas de la toxina citolítica;  y los restantes 6 genes: cylR1, cylR2, 
cylM, cylB, cylA y cylI  codifican proteínas involucradas en la modificación post-
transcripcional de cada sub unidad, la secreción de los péptidos, la activación 
extracelular y además producir inmunidad frente a la propia toxina. 
 
Inicialmente CylLL y CylLS tienen una extensión de 68 y 63 aminoácidos (aa) 
respectivamente, estos péptidos son modificados por sucesivamente por CylM y CylB. 
Finalmente CylA (una serina proteasa) genera la activación de las subunidades de la 
toxina. La hemolisina enterocócica madura está conformada por 2 subunidades: la 
subunidad grande CylLL de 38 aa y la subunidad pequeña CylLS de 21 aa (Coburn y 
Gilmore, 2003). 
 
 
 
 
[21] 
 
 
Figura 2. Modelo de la expresión de la hemolisina de E. faecalis. CylLL y CylLs son sintetizados 
como precursores de 68 y 63 aa (aminoácidos) respectivamente y modificados por el producto 
de CylM. Después de la modificación, las subunidades son secretadas y procesadas por CylB. 
Una secuencia de 6 aa idénticos es removida por el extremo N terminal de cada sub unidad por 
CylA, generando la activación de las subunidades de la toxina. Por otro lado CylI le confiere 
inmunidad propia a la célula bacteriana. La regulación de la expresión de todo el operón 
depende de los genes cylR1 y cylR2 (Coburn y Gilmore, 2003) 
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2.6.3. Gelatinasa enterocócica 
La gelatinasa es una metaloendopeptidasa extracelular dependiente de zinc. 
Puede hidrolizar gelatina, colágeno, fibrinógeno, caseína, hemoglobina, insulina y 
otros péptidos bioactivos incluyendo feromonas sexuales de E. faecalis (Kayaoglu y 
Orstavik, 2004). 
 
Junto con la trascripción de gelE, se cotranscribe una serina proteasa 
codificada por sprE, ésta se localiza  directamente “río abajo” (downstream)  de gelE. 
La expresión fenotípica de ambos genes requiere un sistema de regulación de 2 
componentes codificado por un operón fsrABCD. El sistema fsr (fecal streptococci 
regulator) es homólogo al sistema de  quorum sensing agr  en Staphylococcus aureus 
y también ha sido  implicado en la virulencia de E. faecalis independientemente de  
gelE.  
 
El sistema fsr responde a la acumulación de péptido lactona que es codificada 
por fsrD. Se cree que este péptido es procesado y exportado hacia el espacio 
extracelular por el producto del gen fsrB. La acumulación del péptido es 
probablemente censada por FsrC, una Histidina-quinasa. Posteriormente FsrC lidera la 
activación del regulador de respuesta y la transcripción del factor FsrA mediante la 
adición de un grupo fosforil. La FsrA fosforilada activa la expresión de gelE y sprE, 
mientras que ciertos ensayos realizados en chip de microarreglos de ADN  
demostraron que el locus fsr activa la expresión de una amplia variedad de genes 
potencialmente involucrados en virulencia y otras vías metabólicas (Sava et al., 2010). 
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Diferentes estudios del sistema fsrABCD, sprE y de la gelatinasa en la cepa E. 
faecalis OG1RF han señalado que estos genes son importantes en la producción de 
biopelículas así como también en virulencia en diferentes modelos animales. Por 
ejemplo mutantes de fsr y gelE han mostrado atenuación en el modelo de peritonitis de 
ratón, en el nemátodo Caenorhabditis elegans, en el modelo de endoftalmitis en 
conejo, en modelos de endocarditis y más recientemente  en la evasión del sistema 
inmune del insecto Galleria mellonella (Gaspar et al., 2009). 
 
Park et al., (2007) determinaron que gelE degradaba el péptido antimicrobiano  
inducible cepropim Gm, que cumple un rol crítico  en la defensa durante las primeras 
fases de de la infección microbiana. GelE hidroliza la proteína del complemento C3a y 
es un intermedio en la degradación de la cadena alfa de C3b, un importante 
componente en la cascada de activación del sistema de complemento; de este modo 
inhiben la opzonización y la formación del complejo de ataque a la membrana.  
 
2.6.4. Hialuronidasa enterocócica 
El gen hylEfm, que posiblemente codifica una hialuronidasa enterocócica, ha 
sido postulada como un potencial factor de virulencia presente en aislados clínicos de 
E. faecium. La proteína HylEfm  tiene homología con otras hialuronidasas relacionadas 
con virulencia en otros patógenos Gram positivos, sin embargo la actividad 
hialuronidasa no ha sido detectada en cepas de enterococos que portan estos genes 
(Laverde et al., 2011).  
 
El gen hyl tiene una frecuencia genética mayor en cepas EVR que en cepas 
susceptibles a la vancomicina. Más aún hylefm  no se detectó en 186 aislados fecales 
de E. faecium aislados de fuentes no hospitalarias (heces de voluntarios sanos, 
animales y cepas probióticas) mientras que en aislados clínicos fue identificado en el 
34% de 264 aislados de E. faecium en los Estados Unidos. Estos genes están 
[24] 
 
presentes en aislados pertenecientes al genogrupo referido como clonal cluster 17 
(CC17), un grupo genéticamente relacionado y presente en la mayoría de infecciones 
enterocócicas ocasionadas por E. faecium en hospitales de todo el mundo (Arias et al., 
2009). 
 
Se ha demostrado previamente que hylEfm es portado por megaplásmidos 
transferibles de diferentes tamaños (145 a 375 kb) en cepas hospitalarias con una 
amplia distribución en todo el mundo. Estos plásmidos también pueden albergar 
determinantes de resistencia a antibióticos y en algunos casos genes que codifican 
pilis. La adquisición de plásmidos hylEfm por la cepa E. faecium D344SRF incrementa 
la colonización del tracto gastrointestinal en ratones, lo cual es independiente de la 
presencia de marcadores de resistencia a antibióticos, a su vez la adquisición de hylEfm 
incrementa la virulencia de la cepa  comensal E. faecium TX1330RF en  modelos 
animales experimentales de peritonitis (Panesso et al., 2011). 
 
Tabla 2. Estrategias de patogenicidad relacionados a los factores de virulencia: 
ESP, gelatinasa, hemolisina y hialuronidasa presentes en los enterococos 
ESTRATEGIA/ VIRULENCIA ESP GELATINASA HEMOLISINA HIALURONIDASA 
Adherencia a tejidos Si - - - 
Invasión de tejidos - Si Si Si 
Productos secretados - Si Si Si 
Alteración del reconocimiento 
de la bacteria 
Si - - - 
Bloqueo de la 
Opsonofagocitosis 
Si Si Si - 
Intercambio genético Si Si Si Si 
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2.7. Modelos animales para evaluar la virulencia de Enterococcus 
 
Los ensayos para cuantificar la virulencia de patógenos microbianos se han 
evaluado tradicionalmente en un amplio rango de mamíferos como modelos de 
experimentación; el uso de estos modelos provee mucha información de cómo 
funciona y responde el sistema inmune a las infecciones bacterianas. Comúnmente se 
han empleado para Enterococcus los modelos experimentales de peritonitis murina, de 
endocarditis en conejo o en rata, el modelo murino oro-gástrico y endolftalmitis en 
conejos; pero como complementación también  se han  realizado diferentes estudios in 
vitro empleando cultivos de enterocitos, macrófagos o células epiteliales con el fin de 
investigar la adherencia a los tejidos, invasión, translocación y sobrevivencia 
intracelular de los enterococos (Panesso, 2010).  
 
Esta labor sin embargo, consume demasiado tiempo y es necesario poseer  
condiciones técnicas adecuadas. Por otro, lado el mantenimiento y la disponibilidad de 
animales de experimentación, así como el manejo de muchas generaciones los hacen 
poco prácticos. Recientemente se ha demostrado que los insectos pueden ser usados 
para evaluar la patogenicidad y proveer resultados comparables  a las que pueden ser 
obtenidos en mamíferos debido a que  la respuesta de la inmunidad innata en los 
vertebrados es similar a la respuesta hallada en los insectos (Vilmos y Kurucz, 1998). 
Evolutivamente, la inmunidad innata en los vertebrados esta altamente conservada y 
su respuesta es considerada homóloga a la observada en insectos, con resultados 
comparables y válidos para el estudio de patógenos humanos. 
 
La larva del gusano gigante de la miel de abeja, Galleria mellonella (Orden: 
Lepidoptera; Familia: Pyralidade) ha sido usado para evaluar las interacciones  
hospedero-patógeno y la mortalidad en un amplio rango de organismos que incluyen 
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Burkholderia mallei, Proteus 
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miriabilis, Francisella tularensis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis y otros 
patógenos fúngicos (Peleg et al., 2009). 
 
El uso de G. mellonella presenta muchas ventajas, por ejemplo las larvas 
pueden mantenerse a 25 y 37°C, condiciones cercanas a las temperatura corporal de 
los mamíferos y adecuadas para el desarrollo de los patógenos, factor esencial para la 
síntesis de muchos determinantes de virulencia. Su manejo como modelos de 
experimentación también implican costos ínfimos, se emplean vías de inoculación más 
sencillas y son un modelo animal éticamente aceptable (Mukherjee et al., 2010). 
 
La inmunidad de G. mellonella es compleja, frente a una infección bacteriana 
se desencadenan eventos que involucran una respuesta inmune celular con la 
activación de diversos tipos de plasmocitos (prohaemocitos, plasmatocitos, 
granulocitos, coagulocitos, esferulocitos y oenocitos) y una respuesta humoral por la 
liberación de peptidos antimicrobianos, lizosoma, lectinas, una cascada de 
profenoloxidasas, serinproteasas y carbohidrasas, los cuales a su vez dirigen eventos 
de: coagulación de la hemolinfa, fagocitosis celular, melanización basada en fenol-
oxidasas, activación de la via alternativa del complemento. La muerte de los 
patógenos es similar a la observada  en los mamíferos por enzimas (por ejemplo 
lisozima), especies reactivas de oxígeno y péptidos antimicrobianos. Galleria 
mellonella emplea el reconocimiento de lo “no propio” al reconocer patrones 
moleculares asociados con patógenos por una línea germinal que codifican receptores 
(por ejemplo proteínas de reconocimiento a peptidoglucano), también se reconoce el 
daño ocasionado por patógenos observados por ejemplo en la detección de ácidos 
nucleicos liberados del daño celular o péptidos que resultan del clivaje proteolítico de 
proteínas propias por metaloproteinasas y dirige mecanismos de respuesta efectivas, 
similares a las respuestas observadas en mamíferos (Seitz et al., 2003). 
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3. OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
3.1. OBJETIVOS 
Objetivo General: 
- Establecer las diferencias fenotípicas y moleculares de los determinantes de 
virulencia entre aislados de enterococos clínicos y marinos asociados a 
patologías humanas. 
Objetivos Específicos: 
- Determinar los perfiles de resistencia antimicrobiana, la actividad gelatinasa, 
actividad hemolítica y la formación de biopelículas in vitro entre los aislados 
marinos y clínicos. 
- Identificar los genes de virulencia: gelE, cylA, hyl y esp en las cepas de estudio. 
- Determinar la mortandad ocacionada por las cepas clínicas y marinas en el 
modelo animal experimental Galleria mellonella. 
 
3.2. HIPÓTESIS  
Hipótesis de la investigación: 
Existen especies de enterococos marinos que estarían asociados a patologías 
humanas, los cuales conservan y expresan  determinantes de virulencia presentes 
también en aislados de origen clínico,  por lo que su persistencia en el ambiente 
marino constituye  un riesgo potencial para la salud humana. 
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3.2.1. Variables de la investigación 
Variables independientes:  
- Dosis infectiva de las cepas en estudio. 
Variables dependientes: 
- Grado de mortalidad en Galleria mellonella 
 
4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. MATERIALES  
Material biológico:  
- Cepas de Enterococcus marinos (Tabla 3); colección de cepas constituida por 
34 aislados ambientales de zonas marino-costeras de Lima (Pucusana, 
Miraflores y Ancón), pertenecientes a la colección del laboratorio de 
Microbiología Molecular y Biotecnología de la  UNMSM y reportados 
previamente por Guerrero y Alvarado (2005).  
 
- Cepas de Enterococcus clínicos; selección de 33 cepas de origen clínico 
pertenecientes a 12 Unidades de Servicio del Hospital Guillermo Almenara 
Irigoyen,  aislados durante el Periodo Julio 2010 a Julio 2011 y seleccionados 
para esta investigación (Tabla 4). 
 
- Cepas de control para ensayos fenotípicos y moleculares: Enterococcus 
faecalis   JH2-2, E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis 283,  E. faecium 14/18, E. 
faecium ATCC 35667, E. faecium 14/18, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. (Tabla 5). 
 
- Larvas del lepidóptero Galleria mellonella para los ensayos de mortalidad 
adquiridas en el Programa Nacional de Control Biológico (PNCB-SENASA). 
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Material de Laboratorio: 
- DNA y Enzimas: Secuencias de oligonucleótidos iniciadores para la 
amplificación de los determinantes de virulencia: gelE, cylA, Hyl y esp según 
Vankerckhoven et al. (2004), marcador molecular DNA Ladder 250 pb 
(Promega®), Taq polimerasa comercial. 
 
- Reactivos: Agar TSA, agar Sangre, caldo BHI, agar Bilis Esculina, agarosa, 
solución amortiguadora TAE, bromuro de etidio, buffer fosfato, entre otros. 
 
- Materiales de vidrio y de plástico. Frascos de 200 ml, tubos de 16x100, placas 
petri, matraces, probetas, asas se siembra, pipetas, placas de microtitulación 
de poliestireno. 
 
- Equipos: micropipetas, microcentrífuga, termociclador, pHmetro, agitador 
rotatorio, microscopio, vórtex, transluminador, cámara de flujo laminar, lector de 
Elisa, equipo de electroforesis horizontal, entre otros. 
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Tabla 3. Cepas de enterococos marinos empleados en esta 
investigación. Colección del Laboratorio de la UNMSM 
N° CODIGO ESPECIE ANTIBIOTIPO 
1 Efc17 Enterococcus faecalis S/TE 
2 Efc18 Enterococcus faecalis - 
3 Efc26 Enterococcus faecalis - 
4 Efc27 Enterococcus faecalis - 
5 Efc42 Enterococcus faecalis - 
6 Efc43 Enterococcus faecalis EM 
7 Efc92 Enterococcus faecalis - 
8 Efm7 Enterococcus faecium R/S 
9 Efm13 Enterococcus faecium R/EM/P 
10 Efm14 Enterococcus faecium R/EM/S 
11 Efm65 Enterococcus faecium - 
12 Efm66 Enterococcus faecium - 
13 Efm70 Enterococcus faecium - 
14 Efm82 Enterococcus faecium - 
15 Efm89 Enterococcus faecium S 
16 Efm109 Enterococcus faecium - 
17 Ed2 Enterococcus durans R 
18 Ed4 Enterococcus durans - 
19 Ed5 Enterococcus durans CIP 
20 Ed10 Enterococcus durans R/S 
21 Ed12 Enterococcus durans CIP/S 
22 Ed30 Enterococcus durans CIP/ R/S 
23 Ed32 Enterococcus durans S  (VAN Int) 
24 Ed33 Enterococcus durans - 
25 Ed90 Enterococcus durans - 
26 Eh8 Enterococcus hirae - 
27 Eh15 Enterococcus hirae TE/NOR/CIP/P (VAN Int) 
28 Eh20 Enterococcus hirae NOR/R 
29 Eh21 Enterococcus hirae S 
30 Eh22 Enterococcus hirae  S 
31 Eh23 Enterococcus hirae CIP/S (VAN Int) 
32 Eh 29 Enterococcus hirae S 
33 Eh31 Enterococcus hirae R/S 
34 Eh 40 Enterococcus hirae - 
Tetraciclina (TE), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (C), 
ciprofloxacina (CIP), rifampicina (R), eritromicina (EM), penicilina 
(P), estreptomicina (S); vancomicina (VA). 
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Tabla 4. Cepas de enterococos clínicos empleados en esta investigación 
Colección Hospital Guillermo Almenara Irigoyen 
N° CODIGO ESPECIE ORIGEN UNIDAD ANTIBIOTIPO 
1 Efc22/21 Enterococcus faecalis Orina Urología TE/NOR/CIP 
2 Efc09/17 Enterococcus faecalis LCR Neurocirugía TE/R/EM 
3 Efc06/05 Enterococcus faecalis Orina Nefrología CIP/R 
4 Efc03/22 Enterococcus faecalis Sangre Gastroenterología TE/C/CIP/EM/S 
5 Efc05/23 Enterococcus faecalis Orina UCI TE/NOR/CIP/S 
6 Efc13/20 Enterococcus faecalis LP UCI TE/C/CIP/EM/S 
7 Efc05/26 Enterococcus faecalis Orina Urología TE 
8 Efc05/07 Enterococcus faecalis Sangre C-HVB C/CIP/EM/S 
9 Efc05/27 Enterococcus faecalis Orina Urología - 
10 Efc188-11 Enterococcus faecalis Orina UCI - 
11 Efc08/24 Enterococcus faecalis Orina MI TE/NOR/CIP/R/P/VAN 
12 Efm30/15 Enterococcus faecium Orina MI NOR/CIP/R/P/S 
13 Efm22/04 Enterococcus faecium LA UTH CIP/R/EM/P/S/VAN 
14 Efm12/20 Enterococcus faecium L UCI CIP/EM/P 
15 Efm09/22 Enterococcus faecium Sangre UCI CIP/EM/P 
16 Efm28/09 Enterococcus faecium Orina UCI NOR/CIP/P 
17 Efm12/19 Enterococcus faecium Orina Endocrinología - 
18 Efm10/13 Enterococcus faecium IAB UCI CIP/EM/P/S/VAN 
19 Efm06/09 Enterococcus faecium CEV UCI TE/CIP/EM/P/S/VAN 
20 Efm27/08 Enterococcus faecium CVC UCI CIP/R/EM/P/S/VAN 
21 Efm18/18 Enterococcus faecium Orina Nefrología TE/NOR/CIP/P/S/VAN 
22 Efm07/13 Enterococcus faecium Orina Neonatología NOR/CIP/P/S/VAN 
23 Efm13/13 Enterococcus faecium AHE UTH CIP/EM/P/S/VAN 
Origen y unidad: AHE: Absceso hepático; CG: Cirugía general; CEV: Catéter 
endovenoso; CVC: Catéter venoso central; C-HVB: Cirugía Hígado-Vías biliares; HR: 
Hisopado rectal; IAB: Intraabdominal; LA: Líquido ascítico. LDP: Liquido de diálisis 
peritoneal; UCI: Unidad de cuidados intensivos; UTH: Unidad de trasplante de hígado. 
Tetraciclina (TE), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (C), ciprofloxacina (CIP), rifampicina 
(R), eritromicina (EM), penicilina (P), estreptomicina (S); vancomicina (VA). 
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Tabla 4. Cepas de enterococos clínicos empleados en esta investigación; 
continuación 
Origen y unidad: CG: Cirugía general; CVC: Catéter venoso central; HR: Hisopado rectal; 
LDP: Liquido de diálisis peritoneal; M.I.: Medicina interna; UCI: Unidad de cuidados 
intensivos.Tetraciclina (TE), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (C), ciprofloxacina (CIP), 
rifampicina (R), eritromicina (EM), penicilina (P), estreptomicina (S); vancomicina (VA). 
 
 
Tabla 5. Cepas patrón y de referencia usadas en esta investigación 
CEPA GENES DE VIRULENCIA CARACTERÍSTICAS FENOTIPICAS 
Enterococcus faecalis   JH2-2 gelE+ Bp+/BH-/GEL- 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 n.i. BH-/GEL- 
Enterococcus faecalis Efc283 esp+/cylA+/gelE+ Bp++/BH+/GEL + 
Enterococcus faecium Efm14/18  hyl+ VanR/Bp-/BH-/GEL- 
Enterococcus faecium ATCC 35667 n.i. Vans/Bp-/BH-/GEL- 
Staphylococcus aureus ATCC 25923  - Bp- 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - Bp++ 
Vancomicina: resistente (Vanr); sensible (Vans); biopelículas: fuerte (Bp++); moderado (Bp+); 
débil (Bp-); beta hemólisis: positiva (BH+); negativa (BH-); gelatinasa: positiva (GEL+); negativa 
(GEL-); ni: no indica 
 
 
 
 
 
N° CODIGO ESPECIE ORIGEN UNIDAD ANTIBIOTIPO 
24 Efm23/18 Enterococcus faecium LDP Nefrología CIP/R/EM/P/S/VAN 
25 Efm02/12 Enterococcus faecium CVC UCI TE/CIP/EM/P/S/VAN 
26 Efm09/23 Enterococcus faecium LDP Nefrología TE/NOR/CIP/P/S/VAN 
27 Efm21/03 Enterococcus faecium Orina Ginecología TE/NOR/CIP/P/S/VAN 
28 Efm19/13 Enterococcus faecium Orina CG TE/NOR/CIP/R/P/S/VAN 
29 Efm314-11 Enterococcus faecium Orina Urología TE/NOR/CIP/R/P/S/VAN 
30 Eh188-4A Enterococcus hirae HR Hematología NOR 
31 Ed188-4B Enterococcus durans Orina MI CIP/S 
32 Ent 189 - 11 Enterococcus raffinosus HR Hematología - 
33 Ent 757-10 Enterococcus avium HR Hematología - 
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4.2. METODOS 
4.2.1. Selección, identificación y reactivación de cepas  
Se seleccionaron 34 aislados de la colección de Enterococcus marinos 
reportados por Guerrero y Alvarado (2005) y cuya asociación con patologías humanas 
fue previamente establecida por Sumi (2008). Por otro lado, se seleccionaron para 
este estudio 33 cepas de Enterococcus aislados en 12 unidades de Servicio del 
Hospital Guillermo Almenara Irigoyen. 
 
Se reactivaron todas las cepas en caldo infusión cerebro corazón (BHI) por 48 
horas, posteriormente se sembraron en Agar Bilis esculina (ABE; OXOID) e incubados 
a 37 ºC por 24 horas, verificándose el comportamiento cultural típico en agar ABE,  la 
coloración Gram y la prueba de catalasa. La identificación de los enterococos de 
origen clínico se realizó mediante un análisis automatizado en MicroScan WalkAway 
en el mismo hospital y reportados en el informe de Microbiologia de cada Unidad; 
mientras que  los enterococos marinos se identificaron en el laboratorio de 
Microbiologia Molecular y Biotecnología (FCCBB-UNMSM) como lo describen 
previamente  Guerrero y Alvarado (2005). Todas las cepas se conservaron en viales 
con agar semisólido TSA y crioviales conteniendo glicerina (50%). 
 
4.2.2. Determinación de los antibiotipos de resistencia  
Los perfiles de resistencia antimicrobiana  se recopilaron de Sumi (2008) para 
el grupo de enterococos marinos y de las fichas de aislamiento de las cepas clínicas 
de MicroScan que utiliza la metodología de microdilución en caldo por puntos de corte 
del sistema automatizado MicroScan WalkAway (Siemens Medical Solutions 
Diagnostics) con paneles convencionales.  
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Los antibióticos evaluados fueron: tetraciclina, norfloxacina, cloranfenicol, 
ciprofloxacina, rifampicina, eritromicina, penicilina, estreptomicina y vancomicina. Se 
establecieron el número y la frecuencia de los antibiotipos. 
 
4.2.3. Ensayos fenotípicos de virulencia 
Se ensayaron pruebas fenotípicas para determinar la actividad gelatinasa, 
hemolisina y la formación de biopelículas; cuya actividad in vitro es frecuentemente 
vinculada con la expresión de los determinantes genéticos de virulencia: gelE cylA y 
esp. 
 
4.2.3.1. Determinación de la actividad gelatinasa  
Para la determinación de la actividad gelatinasa se desarrolló, con algunas 
modificaciones, la metodología empleada por Pires-Boucas et al. (2010):  
 
Las cepas se inocularon en caldo BHI por 18 horas a 37°C, luego 2 mL se 
centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos en microtubos Eppendorf, se lavaron los 
pellets con Buffer fosfato salino (PBS), se resuspendieron con 1.5 mL de PBS y se 
llevaron a una escala de 0.5 Mc Farland. Se inocularon 5 microlitros (ul) de cada 
suspensión bacteriana sobre discos de papel de filtro estériles de 6 mm de diámetro 
ubicados sobre agar nutritivo con 1% (w/v) de gelatina (OXOID) y las placas se 
incubaron a 37°C por 24 horas. 
 
 Posteriormente las placas se revelaron con el reactivo de Frazier, adicionándose 
5 ml sobre las placas petri. Luego de 5 minutos se tomaron las medidas de los halos 
de degradación determinándose los promedios y las desviaciones estándar.  La 
actividad gelatinolítica relativa se definió como la relación entre el diámetro de 
degradación de la gelatina (R) y el diámetro del disco de Filtro (r). Todas las pruebas 
se realizaron por triplicado. 
[35] 
 
4.2.3.2. Determinación de la actividad hemolítica 
La determinación de la actividad hemolítica se realizó según la metodología 
descrita por Arularasi  et al. (2011). 
 
Las cepas de Enterococcus se inocularon en caldo BHI por 18 horas a 37°C, 
posteriormente se sembraron por estriado sobre agar Tood Hewitt (DIFCO) 
suplementado con 5% de sangre humana desfibrinada. Las placas se incubaron a 37 
°C en cámara saturada con dióxido de carbono por 48 horas. El ensayo cualitativo se 
evaluó  como positiva por la presencia de halos claros de beta hemólisis 
considerandose positivos para la producción de hemolisina; mientras que una 
hemolisis parcial (alpha hemólisis) o una no hemólisis (gamma hemólisis) se 
consideraron resultados negativos. Adicionalmente las cepas positivas se resembraron 
en agar sangre de cordero bajo las mismas condiciones para confirmar la especificidad 
de la actividad hemolítica sobre sangre humana. 
 
4.2.3.3. Determinación de la formación de biopelículas in vitro 
La capacidad de los aislados para formar biopelículas in vitro se estudiaron 
utilizando una modificación de la metodología descrita por Mulla et al. (2011) y otros 
autores (Toledo-Arana et al., 2001; Tendolkar et al., 2004; Marra et al., 2006). 
 
a) Estandarización de la prueba y lectura de cepas de referencia  
Se utilizaron cepas de control como: P. aeruginosa ATCC 27853 (fuerte 
productor),  E. faecalis JH2-2 (productor moderado) y S. aureus ATCC 25923 (débil 
productora de biopelícula). 
 
Para optimizar la producción de biopelículas se utilizó glucosa en el medio de 
cultivo como inductor. Las cepas control se cultivaron en 3 medios: caldo Tripticasa de 
Soya (TSB)  sin glucosa, TSB con 0.5% y 0.75% (w/v)  de glucosa por 18 horas. Los 
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cultivos se diluyeron respectivamente (1/200)  en nuevos medios  y se dispensaron 
150 ul de esta dilución sobre placas de micro titulación de poliestireno (BRAND). 
 
 Después de 24 horas de incubación a 37 °C de las placas, se lavaron los 
pocillos 3 veces con PBS y se colocaron invertidos a secar en estufa a 56°C por 30 
minutos. Luego se adicionó a cada pocillo 150 ul  de Safranina al 0,1% (w/v) por 30 
minutos, posteriormente se lavaron los pocillos 3 veces con agua destilada y se 
colocaron en la estufa a secar. El colorante unido a la biopelícula se extrajo con la 
adición de 150 ul de una solución de etanol y acetona (80:20 v/v). La lectura de la 
densidad óptica (DO) se realizó a 492 nm con referencia a 630 nm en un Lector de 
Elisa ER500 (SINNOWA). Se realizaron 3 réplicas con 5 repeticiones por cepa control. 
 
Para establecer los intervalos de clasificación de las biopelículas se realizaron 
lecturas sucesivas  de los controles. Los pocillos de la placa conteniendo medio sin 
inocular, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923 fueron utilizados como 
controles para el Cut off, control positivo y control negativo respectivamente. El Cut off 
se definió como las 3 desviaciones estándar por encima de la media de la densidad 
óptica del medio sin inocular (DOc). Los aislados se clasificaron según su capacidad 
de producir biopelículas en poliestireno como: débil (DO < 2DOc), moderado (2DOc < 
DO < 4DOc) y Fuerte (4DOc < DO). Los ensayos se realizaron con 3 réplicas y 4 
repeticiones. 
 
b) Lectura de las cepas de estudio 
Las cepas en estudio se cultivaron en caldo Tripticasa de Soya (TSB) con glucosa 
(0,75% w/v) por 18 horas. Los cultivos se diluyeron (1/200) en medios frescos y 150 ul 
se dispensaron sobre las placas de microtitulación de poliestireno (BRAND). Después 
de 24 horas de incubación a 37 ºC, se lavaron los pocillos 3 veces con PBS, se 
colocaron invertidos a secar en estufa a 56 ºC por 30 minutos y se procedió a la tinción 
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con safranina como fue descrito anteriormente. La lectura de la densidad óptica (DO) 
se realizó en un Lector de Elisa ER500 (SINNOWA) a 492 nm con referencia a 630 
nm. Se realizaron cinco lecturas por cada cepa. 
 
4.2.4. Ensayos moleculares para determinar los genes de virulencia 
 
4.2.4.1. Extracción del DNA total 
Todas las cepas se inocularon en caldo BHI y se incubaron a 37 °C, cinco 
mililitros de cada cultivo “overnight” se centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos y se 
lavaron los pellets 5 veces con PBS. Se resuspendió el sedimento con 1 ml de 
solución de resina Chelex100 (15% w/v). Cada microtubo conteniendo la mezcla 
bacteria/resina se sometió a un baño de agua hirviendo por 10 minutos. 
Inmediatamente después se llevaron a enfriar por 5 minutos en refrigeración y se 
volvieron a centrifugar (4000 rpm por 15 minutos). El sobrenadante se trasladó con 
una  micropipeta a otro microtubo estéril conteniendo 500 ul de buffer TE. Se 
homogenizó la mezcla y se conservó a -20°C para realizar los ensayos posteriores 
(Kaltinger, 2007). 
 
4.2.4.2. Estandarización del PCR múltiplex 
Se utilizaron los iniciadores descritos  por Vankerckhoven et al. (2004) para los 
marcadores de virulencia gelE, cylA, hyl y esp (Anexo 1). Previamente se verificó cada 
par de iniciadores realizando PCR individuales empleando las cepas de control.  Se 
usaron por cada reacción 45ul del kit Platinum PCR Supermix (Invitrogen), 3ul de la 
extracción y 0.2 uM del iniciador. Las reacciones son amplificadas en un termociclador 
Mastercycler (Eppendorf) de acuerdo al programa establecido por el producto. 
Posteriormente se realizaron los PCR multiplex de las cepas control mediante la 
preparación del master mix para la PCR multiplex (Anexo 2). Se utilizó 0.1uM como 
concentración final para los iniciadores hyl y gelE; mientras que en los iniciadores esp 
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y cylA se emplearon 0.2uM. La concentración final de MgCl2 también se incrementó a 
2mM, se utilizaron además 2 U de Taq polimerasa y 4ul de templado de ADN por  
cada reacción. 
 
El programa de amplificación consistió en: 30 ciclos de desnaturalización (94°C 
por 1 min), alineamiento o “annealing” (55°C por 1 min), y extensión (72°C por 1 min), 
finalmente un ciclo de 10 min at 72°C. Los productos de PCR, mezclados con buffer de 
carga, se corrieron en un gel de agarosa 1.8% (w/v) a 80V por 60 minutos en una 
cámara electroforética, se empleó además un marcador molecular de 250 pb 
(Promega). El gel fue teñido con bromuro de etidio y observado en un transiluminador 
UV (BIOMETRA TI1). 
 
 
4.2.5. Ensayos de Mortalidad de Galleria mellonella 
 
4.2.5.1. Estimación  de la concentración del patógeno  
Se determinaron las concentraciones necesarias para preparar las soluciones 
stock del patógeno, previo a la estimación de la dosis a inocular (UFC/larva). Se 
utilizaron 2 cepas de referencia para el recuento: E. faecalis ATCC 29212 y E. faecium 
ATCC 35667, ambas se cultivaron en caldo BHI por 18 horas a 37°C, luego 5 mL de 
cada cultivo se centrifugaron a 4000 rpm por 15 minutos, se lavaron 3 veces los pellets 
con buffer fosfato salino (PBS) estéril, luego se resuspendieron con 5 mL de PBS y se 
llevaron cada tubo por cepa a una escala de 0.5 Mc Farland en un turbidímetro. Se 
realizaron a partir de cada tubo recuentos en placa en agar Tood Hewitt por 
diseminación sembrándose las diluciones 10-6 y 10-7 y paralelamente se leyeron las 
absorbancias de estos tubos a 625 nm; el ensayo se realizó por duplicado y con 3 
repeticiones.  
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Se determinó el recuento (UFC/ml) y  la absorbancia (equivalente a 0.5 Mc 
Farland) denominándose a esta la concentración stock, se realizaron soluciones stock 
para 2 controles: Control positivo (Cepa Efc283) y control negativo (Cepa Ed90). A 
partir del stock de cada control se prepararon convenientemente diluciones con 
solución salina estéril suplementado con ácido nalidíxico (20 ug/ml) en donde las 
cepas alcanzaron aproximadamente 4 concentraciones: 106, 105, 104 y 103 (UFC /ul).  
 
 
4.2.5.2. Determinación de la dosis infectiva 
Se inocularon diferentes dosis (104, 105, 106 y 107 UFC/larva) de la cepa de 
control positivo (Efc283) en grupos de 20 de larvas y de la misma manera se  procedio 
con el  control negativo (Ed90). Un grupo distinto fue inoculado solo con solución 
salina estéril suplementado con ácido nalidíxico (20 ug/mL) para el control de 
inoculación. Se monitoreó la mortandad de las larvas por 72 horas, con estos datos se 
constuyeron las curvas de supervivencia de Kaplan–Meier con el programa GraphPad 
Prism (versión 6.0; GraphPad Software) para cada dosis inoculada en cada grupo.  
 
Determinada la concentración de trabajo y seleccionada las cepas a evaluar, se 
desarrollaron los ensayos de mortalidad; 20 grupos de larvas (con un peso promedio 
de 250 a 350 mg), se refrigeraron (4 °C) por 20 minutos previos a la inoculación. Se 
desinfectó la superficie de la base de la pata posterior de cada larva con alcohol  de 
70° y se inocularon 10ul de la dosis del patógeno  con un micro inyector unida a una 
jeringa con una aguja de 0.45x12 mm. Luego de inocular las larvas de cada grupo  se 
incubaron controladamente en placas de plástico a 37 °C sin alimento y se monitoreó 
la mortandad cada 8 horas por 72 horas, las larvas se consideraron muertas cuando 
permanecieron inmóviles ante un estímulo mecánico (Seed y Dennis, 2008), con los 
datos se construyeron las curvas de supervivencia Kaplan-Meier para su análisis 
estadístico. Se consideró una baja mortandad cuando el porcentaje de supervivencia 
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fue mayor o igual al 75%, una alta mortandad cuando el porcentaje de supervivencia 
es inferior al 25% y una mortandad moderada cuando el porcentaje de supervivencia  
fue superior al 25%  e inferior al 75% a las 72 horas post inoculación y se difinió la 
mortandad media como el tiempo (horas) que transcurre hasta que el 50% de la 
población experimental a muerto. 
 
4.2.6. Análisis estadístico 
Todos los análisis estadísticos se desarrollaron con los programas informáticos 
IBM SPSS stadistics (versión 21); GraphPad Prism (versión 6) y Microsoft Excel 2010. 
Para determinar si los datos presentaban una distribución normal se utilizaron las 
pruebas de normalidad mediante el método de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-wilk y el 
análisis de medias  (análisis paramétrico) múltiples se realizó con Anova, mientras que 
los datos que no presentaron una distibución normal se analizaron mediante el método 
de Kruskal-Wallis (análisis no paramétrico de medianas).  
 
La tasa de mortalidad de G. mellonella  fue comparada usando la prueba de  t 
student  (two-tailed unpaired)  con un intervalo de confianza del 95%. Las curvas de 
supervivencia se construyeron por el método de Kaplan–Meier y comparados por el 
análisis log-rank  y Gehan-Breslow-Wilcoxon test (GraphPad Prism, versión 6.0; 
GraphPad Software). Los P-valores < 0.05 se consideraron estadísticamente 
significativos (Gaspar et al., 2009). 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Selección de cepas y perfiles de resistencia antimicrobiana 
 
Los antibiotipos de resistencia dentro del grupo de enterococos marinos (Tabla 
6) se mostraron distintos para cada especie con 6 y 5 antibiotipos en E. durans y E. 
hirae respectivamente, con los perfiles: CIP/S, R/S y S comunes entre ambas 
especies. Mientras que E. faecalis presentó baja resistencia antimicrobiana con solo 2 
perfiles de resistencia (TE/S y EM) y 5 cepas (71.4% de la especie) no presentaron 
resistencia a los antibióticos estudiados, de igual manera el 55.6% de E. faecium se 
mostraron sensibles.  La resistencia a rifampicina (26.5%) y estreptomicina (38.2%) 
fueron los casos reportados con mayor frecuencia dentro del grupo de enterococos 
marinos (Tabla 7). No se registraron cepas resistentes a vancomicina y cloranfenicol. 
  
Se observaron elevados niveles de  resistencia en las cepas clínicas con 
distintos perfiles de resistencia antimicrobiana (Tabla 6)  que involucraron hasta 7 
antibióticos. La resistencia a ciprofloxacina (75.8% del total de cepas clínicas) fue la 
más común dentro de este grupo. Por el contrario se observaron diferencias dentro de 
cada especie de enterococo (Tabla 8), para E. faecalis la resistencia a la tetraciclina 
(63.6% del total de la especie), la eritromicina (36.4%) y la estreptomicina (36.4%) 
fueron las más comunes, mientras que en E. faecium la penicilina (94.4% del total de 
la especie), estreptomicina (77.8%), vancomicina (72.2%) y la eritomicina (50%) son 
los antibióticos a los cuales se observaron resistencia. En E. faecium se  reportaron las 
cepas más resistentes con perfiles de resistencia desde 3 hasta 7 antibióticos en el  
94.4% de la especie, tan solo una cepa fue sensible a todos los antibióticos evaluados. 
 
Se observó además que los perfiles de resistencia son distintos dependiendo 
del tipo de infección y las especies involucradas (Tabla 9);  para las muestras de orina 
[42] 
 
el perfil presente en el 75% de E. faecium  ostentaba resistencia a 4 antibióticos 
(NOR/CIP/P/S) mientras que en E. faecalis se observó baja resistencia. Las 
infecciones en sangre presentaban el mayor porcentaje de resistencia a cloranfenicol 
(66.7%)  que en las otras infecciones donde casi siempre eran sensibles. En las 
muestras aisladas de catéter y abscesos  todas correspondieron a E. faecium y el 
100% de ellas eran resistentes a 5 antibióticos (CIP/EM/P/S/VAN).  
 
  Adicionalmente se observó que la resistencia a vancomicina en E. faecium 
solo estaba presente en los perfiles con multiresistencia a 5 o más antibióticos al igual 
que en  una cepa clínica de E. faecalis (Efc08/24) y única con multiresistencia (6 
antibióticos). Otros enterococos como E. durans y E. hirae, presentaron resistencia  a 
ciprofloxacina, estreptomicina (cepa Ed188-4B) y norfloxacina (cepa Eh188-4A), 
mientras que E. raffinosus y E. avium fueron sensibles a los antibióticos usados en 
esta investigación.  
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Tabla 6. Perfiles de resistencia antimicrobiana 
 
Tetraciclina (TE); norfloxacina (NOR); cloranfenicol (C); ciprofloxacina (CIP) rifampicina (R); 
eritromicina (EM); penicilina (P); estreptomicina (S); vancomicina (VA).  N: número de cepas que 
presentan el antibiotipo. %: porcentaje por especie. 
 
  
ESPECIES 
RESISTENCIA N° 
ANTIBIOTICOS 
ANTIBIOTIPO  
CLINICO 
n % 
ANTIBIOTIPO 
 MARINO 
n % 
 
 
6  TE/NOR/CIP/R/P/VAN 1 9.1 
 
0 0.0 
5  TE/C/CIP/EM/S 2 18.2 
 
0 0.0 
4  
TE/NOR/CIP/S 1 9.1 
 
0 0.0 
E. faecalis 
 
 
 
 
C/CIP/EM/S 1 9.1 
 
0 0.0 
3  
TE/NOR/CIP 1 9.1 
 
0 0.0 
TE/R/EM 1 9.1 
 
0 0.0 
2  CIP/R 1 9.1 TE/S 1 14.3 
1  TE 1 9.1 EM 1 14.3 
0  - 2 18.2 - 5 71.4 
 
 
 
 
 
 
 
E. faecium 
 
 
 
 
 
7  TE/NOR/CIP/R/P/S/VAN 2 11.1 
 
0 0.0 
 
6  
CIP/R/EM/P/S/VAN 2 11.1 
 
0 0.0 
TE/CIP/EM/P/S/VAN 2 11.1 
 
0 0.0 
TE/NOR/CIP/P/S/VAN 3 16.7 
 
0 0.0 
CIP/R/EM/P/S/VAN 1 5.6 
 
0 0.0 
 
5  
NOR/CIP/R/P/S 1 5.6 
 
0 0.0 
NOR/CIP/P/S/VAN 1 5.6 
 
0 0.0 
CIP/EM/P/S/VAN 2 11.1 
 
0 0.0 
4   0 0.0 
 
0 0.0 
3  
CIP/EM/P 2 11.1 R/EM/P 1 11.1 
NOR/CIP/P 1 5.6 R/EM/S 1 11.1 
2  
 
0 0.0 R/S 2 22.2 
1  
 
0 0.0 
 
0 0.0 
0  - 1 5.6 - 5 55.6 
 
 
 
E. durans 
 
 
3  
 
0 0.0 CIP/R/S 1 11.1 
2   
0 0.0 R/S 1 11.1 
CIP/S 1 100.0 CIP/S 1 11.1 
 
1  
 
0 0.0 R 1 11.1 
   
CIP 1 11.1 
   
S 1 11.1 
0  
 
0 0.0 - 3 33.3 
 
 
E. hirae 
 
 
 
4  
 
0 0.0 TE/NOR/CIP/P 1 11.1 
3  
 
0 0.0 
 
0 0.0 
 
2  
 
0 0.0 NOR/R 1 11.1 
   
CIP/S 1 11.1 
   
R/S 1 11.1 
1  NOR 1 100.0 S 3 33.3 
0  - 0 0.0 - 2 22.2 
E. raffinosus 0  - 1 100.0 
   
E. avium 0  - 1 100.0 
   
 
 
Tabla 7. Resistencia antimicrobiana: enterococos marinos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 8. Resistencia  antimicrobiana: enterococos clínicos 
 
 
 
TE NOR C CIP R EM P S VA 
E.faecalis 
7  
(63.6%) 
3  
(27.3%) 
3  
(27.3%) 
7  
(63.6%) 
3 
 (27.3%) 
4  
(36.4%) 
1 
 (9.1%) 
4  
(36.4%) 
1 
 (9.1%) 
E.faecium 
7 
 (38.9%) 
8 
 (44.4%) 
0 
 (0.0%) 
17 
 (94.4%) 
6 
 (33.3%) 
9 
 (50.0%) 
17 
 (94.4%) 
14 
 (77.8%) 
13 
(72.2%) 
otros enterococos 
0  
(0.0%) 
1 
 (25.0%) 
0  
(0.0%) 
1 
(25.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
1  
(25.0%) 
0  
(0.0%) 
Total (n=33) 
14 
 (42.4%) 
12  
(36.4%) 
3  
(9.1%) 
25  
(75.8%) 
9 
 (27.3%) 
13  
(39.4%) 
18 
 (54.5%) 
19  
(54.5%) 
14 
(42.4%) 
 
Tetraciclina (TE); norfloxacina (NOR); cloranfenicol (C); ciprofloxacina (CIP);  rifampicina (R); eritromicina (EM); 
penicilina (P); estreptomicina (S); vancomicina (VA). El término “otros enterococos” agrupan  cepas de E. hirae, 
E. durans, E. raffinosus y E. avium (1 de cada uno) de origen clínico. 
  
 
TE NOR C CIP R EM P S VA 
E.faecalis 1(14.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (14.3%) 0 (0.0%) 1 (14.3%) 0 (0.0%) 
E.faecium 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 4 (44.4%) 2 (22.2%) 1 (11.1%) 3 (33.3%) 0 (0.0%) 
E. durans 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3 (33.3%) 3 (33.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 4 (44.4%) 0 (0.0%) 
E. hirae 1 (11.1%) 2 (22.2%) 0 (0.0%) 2 (22.2%) 2 (22.2%) 0 (0.0%) 1 (11.1%) 5 (55.5%) 0 (0.0%) 
Total (n=34) 2 (5.9%) 2 (5.9%) 0 (0.0%) 5 (14.7%) 9 (26.5%) 3 (8.8%) 2 (5.9%) 13 (38.2%) 0 (0.0%) 
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Tabla 9. Resistencia antimicrobiana por origen de la infección 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Tetraciclina (TE); norfloxacina (NOR); cloranfenicol (C); ciprofloxacina (CIP) rifampicina (R); eritromicina (EM); penicilina (P); 
estreptomicina (S); vancomicina (VA); La clasificación líquidos incluye: líquido cefalorraquídeo, liquido peritoneal, liquido 
ascítico, liquido de diálisis peritoneal y otros; catéter incluye: catéter endovenoso y catéter venoso central. Abscesos incluye: 
absceso hepático, absceso intraabdominal. 
 
 
 
 
ORIGEN / ANTIBIOTICO TE NOR C CIP R EM P S VA 
ORINA (N;%) 
8  
(50.0%) 
9 
 (56.3%) 
0 
 (0.0%) 
12 
 (75%) 
5  
(31.3%) 
0  
(0.0%) 
8  
(50.0%) 
8 
 (50.0%) 
6 
 (37.5%) 
E.faecalis (7 cepas) 57.1% 42.9% 0.0% 57.1% 28.6% 0.0% 14.3% 14.3% 14.3% 
E. faecium (8 cepas) 50.0% 75.0% 0.0% 87.5% 37.5% 0.0% 87.5% 75.0% 62.5% 
E. durans (1 cepa) 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% 0.0% 
SANGRE (N;%) 
1 
 (33.3%) 
0  
(0.0%) 
2  
(66.7%) 
3 
 (100.0%) 
0 
 (0.0%) 
3 
 (100.0%) 
1 
 (33.3%) 
2  
(66.7%) 
0 
 (0.0%) 
LIQUIDOS (N;%) 
3 
 (50.0%) 
1  
(16.7%) 
1 
 (16.7%) 
5 
 (83.3%) 
3 
 (50.0%) 
5 
 (83.3%) 
4 
 (66.7%) 
4 
 (66.7%) 
3 
 (50.0%) 
CATETER (N;%) 
2 
 (66.7%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
3  
(100.0%) 
1  
(33.3%) 
3 
 (100.0%) 
3 
 (100.0%) 
3 
 (100.0%) 
3  
(100.0%) 
ABSCESOS (N;%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
2 
 (100.0%) 
0  
(0.0%) 
2  
(100.0%) 
2 
 (100.0%) 
2  
(100.0%) 
2 
 (100.0%) 
H. RECTAL (N;%) 
0 
 (0.0%) 
1  
(33.3%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0  
(0.0%) 
0  
(0.0%) 
0  
(0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0  
(0.0%) 
 
 
5.2. Ensayos fenotípicos de virulencia 
 
5.2.1. Determinación de la actividad gelatinasa 
Se analizaron las cepas en agar nutritivo con 1% de gelatina y se obtuvieron 11 
cepas positivas para la hidrolisis de la gelatina (Tabla 10).  La cepa Efc27 (E. faecalis) 
fue la única de origen marino con un fenotipo positivo y con una baja actividad 
gelatinasa  relativa (1.238 ±0.082 R/r) en comparación con las demás cepas positivas. 
Mientras tanto 10 de las 33 cepas clínicas fueron positivas; 8 correspondieron a la 
especie E. faecalis y solo 2 cepas de E. faecium (cepa Efm07/13 y Efm12/20) 
presentaron el fenotipo positivo (Anexo 17 al 19). 
 
  Para determinar posibles diferencias significativas entre las medias de la 
actividad gelatinasa se compararon mediante el análisis estadístico Kruskal-Wallis test 
(análisis no paramétrico),  ANOVA (análisis paramétrico) para el análisis simultáneo de 
3 a  más medias y unpaired T-test para 2 grupos de medias (Tabla 11). No se 
observaron diferencias estadísticamente significativas (P > 0.05) entre las medias de 
la actividad gelatinasa de las cepas aisladas de sangre (Act. gelatinasa media: 2.905; 
DS: 0.117), ni en las cepas  aisladas en líquidos corporales (Act. gelatinasa media: 
3.143;  SD: 0.267). Sin embargo se observaron diferencias significativas (P < 0.05) 
entre las medias de la actividad gelatinasa de enterococos aislados a partir de orina 
(Act. gelatinasa media: 3.038;  SD: 0.998).   
  
La mayor actividad gelatinasa se identificó en la cepa E. faecalis (cepa Efc22/21; 
muestra de orina) que presentó  una actividad de 4.810 ±0.082 (R/r), superior a la 
media de las demás. El 50% de las cepas clínicas positivas fueron aisladas a partir de 
orina; por otro lado 3 de estas cepas positivas se aislaron dentro de la unidad de 
cuidados intensivos (UCI) en muestras de líquido peritoneal, orina y otros fluidos 
(Figuras 3 y 4).  
[47] 
 
Tabla 10.  Actividad gelatinasa relativa. Análisis por cepa  (mm) 
N° CODIGO ORIGEN ESPECIE 
D1 
(mm) 
D2 
(mm) 
D3 
(mm) 
Promedio 
(mm) 
Act. Gel. 
(R/r) 
DS 
C+ Efc283 CLINICO E. faecalis 20 18 18 18.667 2.667 0.165 
1 Efc22/21 Orina E. faecalis 34 33 34 33.667 4.810 0.082 
2 Efc05/23 Orina E. faecalis 19 22 21 20.667 2.952 0.218 
3 Efc05/27 Orina E. faecalis 14 13 14 13.667 1.952 0.082 
4 Efm07/13 Orina E. faecium 20 21 21 20.667 2.952 0.082 
5 Efc06/05 Orina E. faecalis 17 18 18 17.667 2.524 0.082 
6 Efc03/22 Sangre E. faecalis 20 20 20 20.000 2.857 0.000 
7 Efc05/07 Sangre E. faecalis 20 22 20 20.667 2.952 0.165 
8 Efc13/20 LP E. faecalis 24 23 24 23.667 3.381 0.082 
9 Efc09/17 LCR E. faecalis 22 19 20 20.333 2.905 0.218 
10 Efc12/20 L E. faecium 20 23 23 22.000 3.143 0.247 
11 Efc27 MARINO E. faecalis 9 8 9 8.667 1.238 0.082 
Resultado de la actividad Gelatinasa en agar nutritivo (1% gelatina), ensayos con  3 
repeticiones (D1,D2,D3). La lectura de los diámetros (en mm) en todos los casos se 
realizaron transcurridos las 24 horas. El diámetro menor es 7mm. Abreviatura: LP: líquido 
peritoneal; LCR: líquido cefalorraquídeo; L: Líquidos (otros). 
 
 
Tabla11. Actividad gelatinasa relativa: análisis estadístico por grupos 
Análisis estadístico de la actividad gelatinasa de enterococos clínicos según su 
origen. Pruebas para comparar las diferencias entre medias y medianas de cada 
grupo según sea el caso; análisis no paramétrico: krustal-wallis test y para 
distribuciones normales (paramétricas): para 2 grupos Unpaired t test y Anova one 
way para 3 o más grupos (análisis en software GraphPad Prism6). 
ORIGEN CEPAS 
MEDIA 
(R/r) 
DS N Nivel de significancia 
Orina 
Efc22/21 
3.038 0.998 15 
Kruskal-Wallis test  
Pvalue<0.001 
(P<0.05) 
No existen diferencias 
Efc05/23 
Efc05/27 
Efm07/13 
Efc06/05 
Sangre 
Efc03/22 
2.905 0.117 6 
Unpaired t test 
Pvalue: 0.3739 
(P>0.05) 
No existen diferencias Efc05/07 
Líquidos corporales 
Efc13/20 
3.143 0.267  9 
ANOVA one- way 
Pvalue: 0.0663 
(P>0.05) 
No existen diferencias 
Efc09/17 
Efc12/20 
[48] 
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Figura 3. Actividad relativa gelatinasa de todas las cepas positivas; C+: Cepa 
positiva de referencia. Se observan por grupos de origen (Orina: 5 cepas; 
sangre: 2 cepas; L. corporales: 3 cepas). Se muestran las medias (columnas) y 
sus respectivas desviaciones estándares (barras). 
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Figura 4. Actividad gelatinasa relativa según el tipo de muestra; distribución de  
todos los puntos (réplicas de cada cepa) agrupados por el origen de aislamiento 
(IC 95%); en sangre (2 cepas), líquidos corporales (3 cepas), orina (5 cepas) y 
marino (1 cepa). 
 
 
Cepas 
Actividad 
gelatinasa 
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[49] 
 
5.2.2. Determinación de la actividad hemolítica 
Se sembraron las cepas en agar TH suplementado con 5% de sangre humana 
desfibrinada por  48 horas en condiciones de microaerofília (anexo 3 y 4). Ninguna 
cepa marina resultó ser betahemolítica (hemólisis completa), sin embargo algunas de 
estas cepas presentaron una degradación parcial (denominada alpha hemólisis) de la 
sangre en el agar, así por ejemplo 5 de las de E. faecium (correspondiente al 55.6% 
de la especie) y 4 cepas de E. durans (44.4% de la especie) son alpha hemolíticas. 
Por el contrario todas las E. faecalis  y E. hirae (con la excepción de la cepa Eh23) 
resultaron no hemolíticas (Tabla 12; Anexo 22 al 24). 
 
Los resultados de la prueba con enterococos clínicos mostraron 4 cepas 
positivas (beta hemólisis). Dentro de las E. faecalis  se reportaron 3 cepas positivas 
aisladas a partir de orina y LCR, las 8 E. faecalis restantes se registraron como 
gamma hemolíticas. Una cepa de E. faecium resistente a vancomicina (Efm22/04) 
también presentó un fenotipo positivo, las restantes cepas de E. faecium resultaron 
negativas observándose 4 cepas con degradación parcial (alpha hemolisis) y 13 no 
hemolíticas (gama hemólisis). Por otro lado E. hirae (cepa Eh118-4A) y E. raffinosus 
(cepa Ent189-11) son alpha hemolíticos, mientras que las cepas E. durans (cepa 
Ed118-4B) y E. avium (cepa Ent757-10) no son hemolíticas (Tabla 13). 
 
Para establecer la selectividad hemolítica sobre sangre humana, sembramos 
las cepas que resultaron positivas en agar sangre suplementado con 5% de sangre de 
carnero e incubadas a las mismas condiciones descritas anteriormente. Los resultados 
de este ensayo mostraron que ninguna cepa positiva hemolizó sangre de carnero, ni 
se observó una hemólisis parcial (alpha hemólisis).  
  
 
  
[50] 
 
 
 
Tabla 12. Actividad hemolítica: enterococos marinos  
 
  
 
 
Tipos de hemolisis sobre sangre humana, la beta hemólisis (hemolisis total) 
se considera positiva para la actividad de la hemolisina. Porcentaje de las 
columnas por especie, la fila de total indica el porcentaje por grupo. 
 
 
 
Tabla 13 Actividad hemolítica: enterococos  clínicos 
Tipos de hemolisis sobre sangre humana, la beta hemólisis (hemolisis total) 
se considera positiva para la actividad de la hemolisina. Porcentaje de las 
columnas por especie, la fila de total indica el porcentaje por grupo. 
 
  
ESPECIES BETA HEMÓLISIS ALPHA HEMÓLISIS GAMMA HEMÓLISIS 
E. faecalis 0 (0.0%) 0 (0.0%) 7 (100.0%) 
E. faecium 0 (0.0%) 5 (55.6%) 4 (44.4%) 
E. durans 0 (0.0%) 4 (44.4%) 5 (55.6%) 
E. hirae 0 (0.0%) 1 (11.1%) 8 (88.9%) 
TOTAL 0 (0.0%) 10 (29.4%) 24 (70.6%) 
ESPECIES BETA HEMÓLISIS ALPHA HEMÓLISIS GAMMA HEMÓLISIS 
E. faecalis 3 (27.3%) 0 (0%) 8 (72.7%) 
E. faecium 1 (5.6%) 4 (22.2%) 13 (72.2%) 
E. hirae 0 (0.0%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 
E. durans 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%) 
E. raffinosus 0 (0.0%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 
E. avium 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (100.0%) 
TOTAL 4 (12.1%) 6 (18.2%) 23 (69.7%) 
[51] 
 
5.2.3. Formación de biopelículas in vitro   
Para realizar las primeras lecturas en las placas de microtitulación se determinó 
la concentración de glucosa que induciría la mayor producción del biopolímero. Se 
usaron 2 cepas de referencia (S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 27853) a 
las  cuales  nos referimos como débil y fuertemente productoras de biopelículas 
respectivamente. Ambas cepas se incubaron en TSB, TSB con 0.5%  de glucosa y 
TSB con 0.75% (w/v) del carbohidrato. Se realizaron 4 lecturas con 3 réplicas. 
 
Se observó un incremento en la DO de los patrones conforme aumentó la 
concentración de glucosa (Anexo 5); con una  concentración de 0.75%(w/v) la cepa P. 
aeruginosa (fuerte productor) registró una DO de 0.143 (±0.006) frente a la DO de 
0.043 (±0.004) obtenida cuando se cultivó en TSB sin el carbohidrato. Mientras que 
para S. aureus (débil productor) el incremento entre las DO fue de apenas 0.006, (de 
una DO de 0.015 a 0.021) mostrándose que alcanzando una concentración de 0.75% 
de glucosa se expresó una mejor diferencia entre las lecturas de las 2 cepas de 
referencia. 
 
El incremento del fenotipo observado con la adición de glucosa se verificó 
posteriormente (Anexo 7) con 3 cepas de estudio que mostraron un fenotipo: débil 
(cepa Efm12/20), moderado (cepa JH2-2) y fuerte (Cepa Efc05/23). Bajo las mismas 
condiciones de ensayo se comprobó una mejor discriminación entre las cepas 
fuertemente productoras, moderadas y débiles cuando se empleó TSB con 0.75% de 
glucosa. Para Efc05/23 (fuerte productor) mostró un incremento de  0.148 en la DO 
con relación a TSB sin el carbohidrato. De la misma forma la cepa  JH2-2 (moderada 
productora) mostró un incremento de 0.011 en su DO cuando se empleó TSB con 
0.75% de glucosa. Para la cepa Efm12/20 (débil productor) no hubo diferencias 
significativas cuando se adicionó glucosa en el TSB (Figura 5). 
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Figura 5. Formación de biopelículas: efecto de la concentración de la glucosa sobre la 
formación de biopelículas: cepas de control Efc05/23 (fuerte productor); JH2-2 
(moderado productor) y Efm12/20 (débil productor). Absorbancia a 492 nm con 630 nm 
de referencia Columnas: absorbancia media, barras: desviación estándar (DS). 
 
 
Los intervalos de clasificación de las biopelículas para establecer criterios de 
clasificación se determinaron mediante lecturas sucesivas  de los controles con 3 
réplicas y 4 repeticiones. Las placa de poliestireno conteniendo medio sin inocular, P. 
aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923 fueron utilizados como controles 
para el Cut off, control positivo y control negativo respectivamente (anexo 6). Se 
denominaron cepas con un fenotipo débilmente productor cuando la DO es menor o 
igual a 0.022, para cepas con una DO mayor a 0.022 y menor o igual a 0.044 se le 
asignó un fenotipo moderado, mientras que en cepas con una DO mayores a 0.044 se 
les denominaron cepas fuertemente productoras. Para cepas con lecturas menores a 
0.011 los resultados  fueron rechazados y se volvieron a repetir los procedimientos. 
 
 
 
E. faecalis Efc05/23 
. f ecalis JH2-2 
. f eciu  Ef 12/20 
DS 
[53] 
 
Las cepas  E. faecalis de origen marino (Tabla 14) expresaron un 42.9% un 
fenotipo fuerte (3 cepas) y un 57.1% (4 cepas) el fenotipo moderado. Ninguna produjo 
una biopelícula débil. Se reportaron para las cepas Efc42 y Efc43 las mayores 
absorbancias (con valores de  0.077 ± 0.005 y 0.087 ±0.004  respectivamente). Una 
cepa de E. faecium (Efm66) resultó ser fuerte productor de biopelícula (DO: 0.070 
±0.005). En tanto el 33.3% (3 cepas) de E. faecium marino poseía un fenotipo 
moderado y el 55.6% (5 cepas) se catalogaron como débiles productoras. Por otro 
lado Ed32 expresó el fenotipo fuerte con la mayor DO registrada entre las cepas 
marinas (0.154 ±0.013) y junto a Ed10 son las 2 únicas cepas fuertemente productoras 
entre las E. durans (22.2%). Las otras 4 cepas (44.4%) y 2 cepas (22.2%) son 
moderadas y débilmente formadoras respectivamente. 
  
En el mismo ensayo realizado con las cepas clínicas (Tabla 15) todas las cepas 
de E. faecalis (11 cepas) presentaron un fenotipo fuerte. Las cepas Efc188/11, 
Efc05/23 y Efc06/05 aisladas a partir de muestras de orina, tienen la mayor producción 
de biopolímeros (DO: 0.278 ±0.023; 0.187 ±0.004 y 0.166 ±0.017), las dos primeras 
pertenecen a pacientes internados en la  UCI. En general E. faecium clínico (con 
excepción de Efm07/13) son débiles (66.7% de las cepas) a moderados (27.8% de las 
cepas) productores de biopelículas en nuestros ensayos; aun cuando 
contradictoriamente Efm06/09 (moderado), Efm27/08 y Efm02/12 (débiles) 
originalmente fueron aislados de catéteres endovenosos y venoso central de la UCI.  
 
Por otro lado E. hirae (cepa Eh188-4A), presenta un fenotipo moderado, 
mientras que  E. durans (cepa Ed188-4B) E. raffinosus (cepa Ent189-11) y E. avium 
(cepa Ent757-10) son débiles productores en las placas de poliestireno (Anexo 20 y 
21). 
 
 
[54] 
 
 
 
 
Tabla 14. Tipificación de biopelículas: enterococos marinos  
 
 
 
Tipificación de biopelículas: débil, moderado y fuerte en el 
grupo de enterococos marinos. Número y porcentaje en las 
columnas por cada especie. 
 
 
 
 
Tabla 15. Tipificación de biopelículas: enterococos clínicos  
ESPECIE/PORCENTAJE DÉBIL MODERADO FUERTE 
E. faecalis 0 (0.0%) 0 (0.0%) 11 (100.0%) 
E. faecium 12 (66.7%) 5 (27.8%) 1 (5.6%) 
E. hirae 0 (0.0%) 1 (100.0%) 0 (0.0%) 
E. durans 1 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
E. raffinosus 1 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
E. avium 1 (100.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 
TOTAL 15 (45.4%) 6 (18.2%) 12 (36.4%) 
Tipificación de biopelículas: débil, moderado y fuerte en el 
grupo de enterococos clínicos. Número y porcentaje en las 
columnas por cada especie; fila de Total: número y 
porcentaje por cepas clínicas. 
 
 
 
 
ESPECIE/TIPO DÉBIL MODERADO FUERTE 
E. faecalis 0 (0.0%) 4 (57.1%) 3 (42.9%) 
E. faecium 5 (55.6%) 3 (33.3%) 1 (11.1%) 
E. durans 2 (22.2%) 5 (55.6%) 2 (22.2%) 
E. hirae 0 (0.0%) 6 (66.7%) 3 (33.3%) 
TOTAL 7 (20.6%) 18 (52.9%) 9 (26.5%) 
[55] 
 
 
 
5.3. Ensayos moleculares de virulencia 
En el análisis molecular de virulencia de los enterococos marinos (Tabla 16) se 
observaron 3 perfiles de virulencia que involucraron a  los marcadores gelE+ y  esp+. 
Seis de las siete cepas de E. faecalis (85.8%) poseen estos marcadores. Así por 
ejemplo el perfil de virulencia gelE+ y esp+ están presentes en igual proporción (42.9% 
de los E. faecalis marinos). Una cepa de E. faecium (11.1%), con una débil producción 
de biopelícula y gelatinasa negativa, tiene el perfil de virulencia esp+/gelE+; mientras 
que la cepa Efm70 posee únicamente el marcador gelE+ y un fenotipo negativo de 
gelatinasa con producción moderada de biopelícula. Las siete cepas restantes (77. 8% 
de las E. faecium marinos) no poseen ninguno de los marcadores buscados en esta 
investigación. Los E. durans marinos (cepas Ed10 y Ed32) son portadores del 
marcador gelE+ aun cuando no presentan un fenotipo positivo para la actividad 
gelatinasa; mientras que las 7 cepas restantes (77.78% de las E. durans marinos) y 
todas las E. hirae (9 cepas) carecían de los marcadores de virulencia que se 
investigaron en este trabajo. 
 
Por el contrario los enterococos clínicos presentaron una mayor diversidad en 
sus perfiles de virulencia  (Tabla 17). Las cepas clínicas de E. faecalis se identificaron 
como las más virulentas, hasta con la combinación de  3 marcadores. Solo 2 cepas 
(Efc08/24 y Efc188-11) de las 11 E. faecalis evaluadas carecen de gelE+, pero 
presentan el marcador esp+. El perfil esp+/cylA+/gelE+  se identificó en  el 18.2% de 
estas cepas (cepas Efc09/17 y Efc05/26) y además expresaron los respectivos 
fenotipos a los cuales están asociados (con excepción de la actividad gelatinasa en la 
última cepa). Los perfiles esp+/gelE+ y cylA+/gelE+ estaban presentes en el 18.2% 
(cepas Efc06/05 y Efc05/27)  y 9.1% (cepa Efc22/21) respectivamente. Todas las 
[56] 
 
cepas portadoras de cylA son betahemolíticas. No se detectó el marcador hyl+ en esta 
especie de enterococo. 
 
Tabla 16. Perfil molecular de virulencia: enterococos marinos 
 
 
Perfiles de virulencia identificados en el grupo marino. Se expresan el 
porcentaje de los perfiles de virulencia por especie de enterococo y por todo 
el grupo marino. N/A: no presentan los marcadores de virulencia estudiados. 
 
Tabla 17. Perfil molecular de virulencia: enterococos clínicos 
Perfiles de virulencia identificados en el grupo clínico. Se expresan el 
porcentaje de los perfiles de virulencia por especie de enterococo y por todo 
el grupo clínico. N/A: no presentan los marcadores de virulencia estudiados. 
  
PERFIL E. faecalis E. faecium E.durans E. hirae TOTAL 
esp+/gelE 0 (0.0%) 1 (11.1%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (2.9%) 
esp+ 3 (42.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3 (8.8%) 
gelE+ 3 (42.9%) 1 (11.1%) 2 (22.2%) 0 (0.0%) 6 (17.6%) 
N/A 1 (14. 3%) 7 (7.8%) 7 (7.8%) 9 (100.0%) 24 (70.6%) 
PERFIL E. faecalis E. faecium E.durans E. hirae 
otros 
enterococos 
TOTAL 
esp+/cylA+/gelE+ 
2  
(18.2%) 
0  
(0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0  
(0.0%) 
0 
 (0.0%) 
2  
(6.7%) 
esp+/hyl+ 0 (0.0)% 
3 
 (16.7%) 0 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
3  
(9.1%) 
esp+/gelE+ 
2 
(18.2%) 
1 
 (5.6%) 
0  
(0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
3 
 (9.1%) 
cylA+/gelE+ 
1  
(9.1%) 
1  
(5.6%) 
0  
(0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
2  
(6.7%) 
cylA+ 
0  
(0.0%) 
1 
 (5.6%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
1 
 (3.0%) 
esp+ 
2  
(18.2%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
0 
 (0.0%) 
2 
 (6.7%) 
gelE+ 
4 
 (36.4%) 
4 
 (22.2%) 
0 
 (0.0%) 
1  
(100.0%) 
0 
 (0.0%) 
9 
 (27.8%) 
N/A 
0 
 (0.0%) 
8 
 (44.4%) 
1  
(100.0%) 
0 
 (0.0%) 
2  
(100.0%) 
11 
 (33.3%) 
[57] 
 
En las 18 cepas de E. faecium aisladas, el 44.4% (8 cepas) no presentaron 
ninguno de los marcadores estudiados. Por otro lado en todos los casos donde se 
detectó el marcador hyl+ (3 cepas) siempre estuvo asociado al marcador esp+ (perfil 
esp+/hyl+) y con elevados niveles de resistencia a vancomicina, el cual representó el 
25% de todas las E. faecium EVR. El marcador cylA+, con una prevalencia del 11.1% 
de los E. faecium aislados clínicamente, estuvo presente en la cepa betahemolítica 
Efm22/04 (perfil cylA+/gelE+) y la cepa no hemolítca Efm09/22 (perfil cylA+).  
 
Efm07/13 carece de esp+, y sin embargo es la mayor productora de biopelicula 
de todas las E. faecium clínicas evaluadas (DO: 0.117) pero es portadora del marcador 
gelE+, con una actividad gelatinasa relativa de 2.952 (R/r).  Mientras que el marcador 
esp+ siempre acompañado de otro marcador (esp+/hyl+  en el 16.7% y esp+/gelE+ en el 
5.6% de los E. faecium clínicos) en ninguno de los casos está asociado con un 
fenotipo de biopelícula fuerte. Dentro del grupo de otros enterococos, E. hirae clínico 
(cepa Eh188-4A) presentó el perfil gelE+ aun cuando la actividad gelatinasa no fue 
detectada, el resto de las cepas clínicas de enterococos carecieron de los marcadores 
de virulencia evaluados. 
 
Se relacionó la capacidad de formar biopelículas con la presencia de los 
marcadores gelE y esp en ambos grupos (Tabla 18; Figuras 6 y 7).  Para E. faecalis la 
presencia de esp+ y gelE+ estaba relacionado con un fenotipo fuerte y en mayor 
proporción en las clínicas frente a las de origen marino. En E. faecalis de ambos 
grupos la presencia esp elevó considerablemente los niveles de producción de 
biopelículas, prevalentemente en cepas clínicas sobre marinas; en tanto que  gelE solo 
favoreció a una mayor producción en el grupo clínico. En  el grupo marino la presencia 
de gelE  apenas mostró diferencias con respecto a las cepas que carecen de estos 
marcadores, en donde todas las cepas con la excepción Efc17 (gelatinasa positiva y 
fuerte productor de biopelícula) son moderadas productoras. 
[58] 
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Figura 6. Formación de biopelículas en E. faecalis por perfiles de virulencia, distribución de  
todos los puntos (réplicas) de absorbancia (492 nm con 630 nm de referencia) por perfiles de 
virulencia (IC 95%) y por origen; E. faecalis clínicos (11 cepas) y E. faecalis marinos (7 cepas). 
Las viñetas representan los valores de absorbancia de las réplicas por cada perfil molecular de 
virulencia  presentes en ambos grupos. 
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Biopelícula Moderada  
[59] 
 
En el caso de E. faecium la presencia de esp no influyó sobre la expresión de 
un fenotipo moderado o fuertemente productor tanto en el grupo clínico como el 
marino y por el contrario tuvo una débil biopelícula, más ante la presencia de gelE se 
observó que este marcador  favorecía ligeramente la expresión de un fenotipo 
moderado (Figura 7).  Contrariamente la única cepa con el fenotipo fuertemente 
productor (Efm66) carecía de esp y gelE.  
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Figura 7. Formación de biopelículas en E. faecium por perfiles de virulencia, distribución de  
todos los puntos (réplicas) de absorbancia (492 nm con 630 nm de referencia) por perfiles de 
virulencia (IC 95%) y por origen; E. faecium clínicos (18 cepas) y E. faecium marinos (9 cepas). 
Las viñetas representan los valores de absorbancia de las réplicas por cada perfil molecular de 
virulencia  presentes en ambos grupos. 
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Tabla 18.  Tabla de contingencia: marcadores vs. Tipo de biopelícula 
  
  
             
 
                  
Relación entre los marcadores  (esp y gelE) y el tipo de biopelícula formada en ambos grupos de enterococos;  N: número 
de cepas positivas por especie; %: porcentaje por especie 
 
 
ENTEROCOCOS MARINOS N (%) ENTEROCOCOS CLÍNICOS  N (%) 
PERFIL ESPECIE 
BIOPELÍCULA  
PERFIL 
ESPECIE 
BIOPELÍCULA 
DÉBIL MODERADO FUERTE DÉBIL MODERADO FUERTE 
esp
+
/gelE
+
 
 
E. faecalis 
   
esp
+
/gelE
+
 
 
E. faecalis   4 (36.4) 
E. faecium 1 (11.1) 
  
E. faecium  1 (5.56)  
E. hirae 
   
E. hirae    
E. durans 
   
Otros    
esp
+
 
 
E. faecalis 
 
1 (14.3) 2 (28.6) 
esp
+
 
 
E. faecalis   2 (18.2) 
E. faecium 
   
E. faecium 2 (11.1) 1 (5.6)  
E. hirae 
   
E. hirae    
E. durans 
   
Otros    
gelE
+
 
 
E. faecalis 
 
2 (28.6) 1 (14.3) 
gelE
+
 
 
E. faecalis   5 (45.5) 
E. faecium 
 
1 (11.1) 
 
E. faecium 2 (11.1) 2 (11.1) 1 (5.6) 
E. hirae 
   
E. hirae  1 (100.0)  
E. durans 
  
2 (22.2) Otros    
Sin  
marcadores 
 
 
E. faecalis 
 
1 (14.3) 
 Sin 
marcadores 
 
 
E. faecalis    
E. faecium 4 (44.4) 2 (22.2) 1 (11.1) E. faecium 8 (44.4) 1 (5.6)  
E. hirae 
 
7 (66.7) 3 (33.3) E. hirae    
E. durans 2 (22.2) 6 (55.6) 
 
Otros 3 (100.0)   
 
 
5.4. Ensayo de Mortalidad en G. mellonella 
 
Inoculamos en grupos de 20 larvas diversas dosis de las cepas de control: 
Efc283 (una cepa patógena) y Ed90 (una cepa avirulenta) controlando la mortalidad 
por 72 horas con un monitoreo cada 8 horas. Con los datos se construyeron las 
gráficas de supervivencia de Kaplan–Meier en el programa GraphPad Prism (versión 
6.0; GraphPad Software) y se compararon las curvas obtenidas con el test de Log-rank 
(Mantel-Cox) y Gehan-Breslow-Wilcoxon para determinar las posibles diferencias 
significativas (P<0.05) entre las gráficas construidas. 
 
Las curvas de supervivencia construidas (Anexos 8 y 9) no son 
significativamente diferentes cuando se emplearon la dosis de 104 UFC/larva   (Pvalor= 
0.5603)  y 105 UFC/larva (Pvalor= 0.0596), con una mortandad muy inferior al 50%, los 
resultados se aproximaron a la curva del control de inoculación. Por otro lado cuando 
se inoculó una mayor dosis de 107 UFC/larva (Anexo 11) la mortandad del 100% se 
alcanzó por completo antes de las 64 horas sin discriminación entre la capacidad de 
virulencia propia de las cepas y sin diferencias significativas entre ambas curvas de 
supervivencia (Pvalor = 0.1162). Al emplear la dosis más efectiva de 10
6 (UFC/larva) si 
se observaron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia (Pvalor 
<0.0001) y la mortalidad ocasionada (Anexo 10), con una mortalidad para Efc283 de 
casi el 100% a las 64 horas en tanto que la cepa Ed90 presentó una mortandad de 
inferior al 20% de las larvas observande diferenicas estadísticas tanto en el modelo de 
Log-rank como en el de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Todos los ensayos posteriores de 
mortalidad  se realizaron empleando la dosis efectiva (106 UFC/larva) en ambos 
grupos (Anexos 12 y 13). Se evaluaron 14 cepas marinas (7  de E. faecalis; 3 de E. 
faecium; 2 de  E. hirae y 2 de E. durans)  y 18 enterococos clínicos (6 de E. faecalis; 8 
de E. faecium y una cepa de E. hirae, E. durans, E. avium y  E. raffinosus)  
 
[62] 
 
La inoculación de E.faecalis marino (perfil esp+) presentó una virulencia 
moderada con una mortalidad máxima alcanzada a las 48 horas (Figura 8). Mientras 
Efc43 (Bp++) presentó una mortalidad ligeramente mayor (35%) sobre el 30% de 
mortandad de las cepas Efc18 (Bp+) y Efc42 (Bp++). Sin embargo no se observan 
diferencias significativas entre las curvas de supervivencia (Pvalor=0.9551). 
 
Se compararon además las curvas de supervivencia de 3 cepas que 
presentaron el marcador gelE+: Efc17, Efc92 y Efc27 (gelE+, gelatinasa positiva). No se 
observaron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de Efc17 y 
Efc92 (Pvalor = 0.9565) y ninguna supera el 25% de mortalidad (Baja mortandad). 
Mientras que Efc27 disminuye la supervivencia de G. mellonella hasta el 25% (Alta 
mortandad) con una supervivencia media alcanzada a las  48 horas es la cepa más 
patógena dentro del grupo de enterococos marinos (Figura 9). Por el contrario las 
cepas  Efc26, Efm66 y Eh40 (sin marcadores de virulencia; Figura 10)  se compararon 
para establecer su patogenicidad y ninguna de las cepas superó el 25% de mortalidad 
ni se observaron diferencias significativas entre las 3 cepas (Pvalor= 0.9565). 
 
Por otro lado la mayor mortalidad se observó dentro del grupo de enterococos 
clínicos bajo el perfil de virulencia cylA+/esp+/gelE+ (Figura 11) presente en las cepas 
Efc09/17(Gelatinasa positiva) y Efc05/26 (gelatinasa negativa) con una supervivencia 
media de  28 y 32 horas respectivamente. En ambos casos la mortandad alcanza el 
100% en 48 y 56 horas. Las cepas Efm09/22 (cylA+) tiene una supervivencia media de 
56 horas, mientras que las cepas con el perfil de virulencia  cylA+/gelE+: cepas 
Efc22/21 (GEL+; BH+; BP++) y Efm22/04 (BH+; BP+) presentaron una supervivencia 
media de 33 y 40 horas respectivamente Las curvas de supervivencia (Figura 12) son 
significativamente diferentes entre las 3 cepas (Pvalor= 0.0013).  
 
[63] 
 
Los enterococos con el perfil: esp+/hyl+ corresponden a E. faecium EVR, con 
una supervivencia media de  48 horas (Cepa Efm06/09) y 56 horas (cepas Efm18/18 y 
Efm02/12) Presentando graficas de supervivencia estadísticamente similares 
(Pvalor=0.4195; Figura 13). Por otro lado cuando evaluamos 3 cepas (Efc05/23, 
Efm12/20 y Efm07/13; Figura 14) con actividad gelatinasa positiva (perfil gelE+) la 
supervivencia media fue igual a 40 horas y no se observaron diferencias significativas 
entre las curvas de supervivencia (Pvalor=0. 1984), aun cuando  corresponden a 
especies diferentes (1 de E. faecalis y 2 de E. faecium) la mortalidad es superior al 
65% . 
 
 Los perfiles esp+ (cepa Efc08/24) y esp+/gelE+ (cepas Efc06/05 y Efm10/13) se 
compararon se constuyeron las curvas de supervivencia Kaplan-Meier (Figura 15). La 
mayor virulencia en este grupo se observó en la cepa Efc06/05, la única con actividad 
gelatinasa positiva y con una supervivencia media de 32 horas obtuvo una mortalidad 
del 100% a las 64 horas. Por el contrario no se observaron diferencias significativas 
(Pvalor=0.9436) entre las curvas de supervivencia de las cepas Efc08/24 (Bp++) y 
Efm10/13 (Bp+), las cuales no superaron el 50% de mortandad. 
 
La figura 16 muestra comparativamente la patogenicidad de 3 perfiles de 
virulencia presentes en E. faecalis: cylA+/esp+/gelE+ (Efc09/17); cylA+/gelE+ (Efc22/21) 
y esp+ (Efc08/24). Todos los marcadores expresaron el fenotipo al que están 
asociados. El análisis Log-rank demuestra que las curvas de supervivencias son 
diferentes entre sí (Pvalor<0.0001). La mortandad se inicia en menor tiempo cuando 
esp+ y su fenotipo están presentes. La supervivencia media solo está definida para 
Efc09/17 (28 horas) y Efc22/21 (32 horas).  
 
 
 
[64] 
 
Luego comparamos las cepas E. faecalis gelatinasa positiva tanto de origen 
marino (Efc27) como clínico (Efc05/23). La mortalidad empieza 24 horas después de la 
inoculación alcanzando una supervivencia media en 40 y 48 horas respectivamente 
(figura 17). Ambas curvas de supervivencia son significativamente diferentes 
(Pvalor=0.0138). Trascurridas las 64 horas Efc05/23 alcanzó una mortalidad cercana al 
100% (mayor mortandad), mientras que Efc27 obtuvo una mortandad del 70%. 
 
En E. faecium (Figura 18) el perfil esp+/gelE estuvo presente tanto en la cepa 
marina Efm14 como en Efm10/13 de origen clínico. Se observó  una baja virulencia en 
estas cepas y no se hallaron diferencias significativas entre las curvas de Kaplan-
Meier (Pvalor=0.3113), la supervivencia luego de 64 horas fue superior al 50%. Otros 
enterococos reconocidos por su baja virulencia (Figuras 19 y 20) mostraron que la 
mortandad ocasionada no sobrepasan el 25% de mortandad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[65] 
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Figura 8. Virulencia de enterococos marinos (perfil esp
+
), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; cepas marinas de E.  faecalis (perfil esp
+
): 
cepas Efc18 (Bp+), Efc42 y Efc43 (Bp++). No se observan diferencias 
significativas en las curvas de supervivencia (Pvalor=0.9551). La mortalidad no 
supera el 50% de la población.  
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Figura 9. Virulencia de enterococos marinos (perfil gelE
+
), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; cepas marinas de E. faecalis (perfil gelE
+
): cepas 
Efc17 (Bp++), Efc27 (gelatinasa positiva; Bp+) y Efc92 (Bp+). No se observan 
diferencias significativas entre las curvas de supervivencia deEfc17 y Efc92 
(ambas gelatinasa negativa; Pvalor= 0.9565). La mayor mortalidad está presente 
en Efc27 (mortandad= 75%) La supervivencia media (Sup.media) se alcanza a 
las 48 horas. 
[66] 
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Figura 10. Virulencia de enterococos marinos (perfil: sin marcadores), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; cepas marinas (perfil sin marcadores): cepas Efc26 
(Bp+), Efm66 y Eh40 (Bp++). No se observan diferencias significativas en las 
curvas de supervivencia (Pvalor=0.8885). La mortalidad no supera el 75% de la 
población. 
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Figura 11. Virulencia de enterococos clínicos (perfil: cylA
+
/esp
+
/gelE
+
), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos. Perfil cylA
+
/esp
+
/gelE
+
: cepas 
Efc09/17(GEL+; BH+; BP++) y Efc05/26  (BH+; BP++). Las curvas de 
supervivencia no son significativamente diferentes (Pvalor=0.1603). La Sup.media 
para las cepas son 28 y 32 horas respectivamente. 
[67] 
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Figura 12. Virulencia de enterococos clínicos (perfiles: cylA
+
; cylA
+
/gelE
+
), curva 
de supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos. Perfil cylA
+
: cepa 
Efm09/22; Perfil  cylA
+
/gelE
+
: cepas Efc22/21 (GEL; BH+; BP++) y Efm22/04  
(BH+; BP+). La supervivencia media para Efc22/21, Efm22/04 y Efm09/22 es  33, 
40 y 56 horas respectivamente Las curvas de supervivencia son 
significativamente diferentes entre Efc22/21 y Efm22/04 (Pvalor=0.0365) y entre 
las 3 cepas (Pvalor= 0.0013). 
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Figura 13. Virulencia de enterococos clínicos (perfil: esp
+
/hyl
+
), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos. Perfil: esp
+
/hyl
+
. Cepa 
Efm06/09 (BP+; Sup.media: 48 horas), cepas Efm18/18 y Efm02/12 (Sup.media: 56 
horas). Las curvas de supervivencia no son significativamente diferentes 
(Pvalor=0.4195). 
[68] 
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Figura 14. Virulencia de enterococos clínicos (perfil: gelE+), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos. Perfil: gelE+. La 
supervivencia media para las 3 cepas es de 40 horas. Las curvas de 
supervivencia no son significativamente diferentes (Pvalor=0. 1984). 
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Figura 15. Virulencia de enterococos clínicos (Perfil: esp
+
; esp
+
/gelE
+
), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos. Perfiles: esp
+ 
(cepa Efc08/24) y 
esp
+
/gelE
+
 (cepas Efc06/05 y Efm10/13). No existen diferencias significativas 
(Pvalor=0.9436) entre las curvas de supervivencia de las cepas Efc08/24 (Bp++) y 
Efm10/13 (Bp+; Sup.media= 40 horas). 
[69] 
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Figura 16. Comparación de la letalidad de los marcadores; cylA+, esp+  y 
gelE+, curva de supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos. Perfiles: 
cylA+/esp+/gelE+ (Efc09/17); cylA+/gelE+ (Efc22/21) y esp+ (Efc08/24). Todos 
los marcadores expresan el fenotipo al que están asociados. Existen 
diferencias significativas entre las curvas de supervivencia (Pvalor<0.0001) 
Sup.media: Efc09/17 (28 horas), Efc22/21 (32 horas).  
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Figura 17. Comparación de la letalidad de los marcadores gelE
+
, curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; E. faecalis (marino y clínico). Perfil: gelE
+
. Existen 
diferencias significativas entre las curvas de supervivencia (Pvalor=0.0138). Sup.media: 
Efc27 (48 horas) y Efc05/23 (40 horas).  
[70] 
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Figura 18. Comparación de la letalidad de E. faecium; perfil esp
+
/gelE
+
, curva 
de supervivencia Kaplan-Meier; E. faecium (marino y clínico). Perfil: esp
+
/gelE
+
.  
No existen diferencias significativas entre las curvas de supervivencia 
(Pvalor=0.3113). 
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Figura 19. Enterococos de baja virulencia (E. hirae; E. avium), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; enterococos clínicos: E. hirae (cepa Eh188-4A), 
E.avium (cepa Ent757-10) y E. hirae  de origen marino (Cepa Eh40). Ninguna 
cepa supera el 25% de mortalidad. No existen diferencias significativas entre 
las curvas de supervivencia (Pvalor=0.6793).  
[71] 
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Figura 20. Enterococos de baja virulencia (E. durans; E. raffinosus), curva de 
supervivencia Kaplan-Meier; E. durans marino (cepa Ed32), E. durans clínico 
(cepa Ed188-4B) y E.raffinosus (cepa Ent189-11). Ninguna cepa supera el 25% 
de mortalidad. No existen diferencias significativas entre las curvas de 
supervivencia (Pvalor=0.2251).  
  
[72] 
 
6. DISCUSIÓN  
 
6.1. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA 
El ambiente marino alberga una población microbiana  muy diversa y en 
constante cambio, este dinamismo es motivado por múltiples factores  bióticos y 
abióticos, algunos con carácter estacional. En este ambiente tan diverso los 
enterococos representan un grupo alóctono, con algunas cepas de origen 
antropogénico; en tanto que bajo un ambiente clínico ocurre una constante selección 
positiva de cepas con características propias y cada vez más virulentas que 
evolucionan rápidamente bajo una presión constante por agentes antimicrobianos, en 
ambos casos su potencial patogénico puede ser determinada por la virulencia de la 
cepa y su capacidad de resistencia al tratamiento clínico; tomando en cuenta esto se 
han determinado también los antibiotipos de resistencia antimicrobiana, analizándose 
las características presentes en ambos grupos.  
 
Reportamos en esta investigación bajos niveles de resistencia antimicrobiana 
para el grupo de origen marino, en donde la resistencia a estreptomicina parece ser 
importante, y es más notable aún que el perfil combinado rifampicina/estreptomicina 
estuvo presente casi siempre, con excepción del grupo E. faecalis, en las otras 
especies de enterococos marinos; esto es contrastable con los hallazgos de Lata et 
al., (2009) que en aguas  de rio contaminadas con aguas residuales hallaron 
resistencia a estreptomicina y gentamicina en casi todos los enterococos muestreados, 
con una distribución significativa de resistencia a eritromicina y rifampicina en 
asociación con vancomicina.  
 
 
 
[73] 
 
Reportamos además resistencia significativa a eritromicina en E. faecium 
(22.2%) y E. faecalis (14.3%), mientras que la resistencia a rifampicina estuvo 
presente en 26.5% de las cepas, con exclusión del grupo E. faecalis. Si bien E. 
faecium y E. faecalis son, por regla general los enterococos de principal importancia 
médica, encontramos que el 74% de E. faecalis y el 55% de E. faecium fueron  
sensibles a los antibióticos usados, patrón distinto a lo observado por otros autores 
(Sapkota et al., 2007; Di Cesare et al., 2013) en donde E. faecalis y E. faecium 
presentan mayor resistencia;  si bien se sotenía que existía  una  baja resistencia 
antimicrobiana de enterococos en zonas marinas y aguas recreacionales poco 
impactadas, cada vez se hace más frecuente la recuperación de cepas 
multiresistentes y cuyos perfiles son similares a los presentes en aguas residuales. 
 
 Contrariamente a lo esperado se reportó multiresistencia en los aislados de E. 
hirae y E. durans aun cuando son escasos los episodios infecciosos de importancia 
médica que involucren a estas especies; se observó además que E. durans era 
resistente a 3 antibióticos (ciprofloxacina, rifampicina y estreptomicina) y E. hirae a 6 
antibióticos (ciprofloxacina, rifampicina, norfloxacina, tetraciclina, eritromicina y 
estreptomicina) con múltiples perfiles de resistencia a 4 y 3 antibióticos, en tanto solo 5 
cepas de E. durans y E. hirae que fueron sensibles a los antibióticos usados. A este 
respecto Blanch et al., (2003) establecieron que la presencia de E. hirae y E. durans 
era muy común en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), con una 
mayor prevalencia de E. hirae sobre E. durans, más aún Da silva et al., (2005) 
observaron que la presencia predominante de E. hirae sobre otras especies en aguas 
residuales sin tratar y las cepas resistentes no eran eliminadas por las PTAR, 
favoreciendo la selección positiva de resistencia a ciprofloxacina y otros antibioticos 
(Vilanova et al., 2002; Rice et al., 2005;) lo cual es concordante con nuestros 
resultados.   
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Los mayores niveles de resistencia, hallados en E. hirae y E. durans pondrían  
en evidencia casos de resistencia adquirida por trasferencia horizontal de genes, y 
cuyo origen procedería de individuos asintomáticos portadores o en su defecto de 
aguas residuales de granjas con sistemas de crianza extensiva de ganado porcino o 
bovino, que se ha reportado también poseer elevados niveles de resistencia 
antimicrobiana para E. hirae (Kuhn et al., 2005).  
 
Sólo se detectaron casos de resistencia intermedia a vancomicina en E. hirae 
(cepas Eh15 y Eh23) y E. durans (cepa Ed32), mas no en E. faecalis ni E. faecium, 
esto es concordante con el hecho de que actualmente el uso de vancomicina está 
limitado a nivel local. Sin embargo el uso de otros glicopéptidos como la avoparcina, 
usado como promotor del crecimiento de las aves y  cuyo uso en el país se 
desconoce, podría suponer un riesgo potencial por contaminación con aguas 
residuales provenientes de granjas que ha ocasionado casos de resistencia cruzada 
en ciertas regiones de Europa, contribuyendo así a la selección positiva de cepas 
resistentes y la posterior infección al hombre (Silva et al., 2006; Agers et al., 2008;).  
 
Considerando que actualmente la selección de la terapia antibiótica contra las 
infecciones enterocócicas no es sencilla por la múltiple resistencia intrínseca y 
adquirida que presentan se han incluido varios de los antibióticos usados actualmente 
en la profilaxis clínica. Reportamos en el grupo clínico perfiles múltiples de resistencia 
distintos al grupo marino y que dependerían  de la especie involucrada y el origen 
propio de la infección.  
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Entre las diferencias propias de resistencia por especie se observaron 
diferencias marcadas entre E. faecalis y E. faecium. En E. faecalis la resistencia a 
tetraciclina y ciprofloxacina fue superior al 60% de los casos, mientras que en E. 
faecium se presentaron  perfiles con resistencia múltiple a ciprofloxacina, penicilina, 
estreptomicina y vancomicina que superaron el  70% de los casos. Similares 
resultados se reportaron en Cuba por Quiñonez et al., (2008) quienes describieron que 
la resistencia más común presentada en E. faecalis era a tetraciclina y eritromicina; 
mientras que E. faecium presentó altos niveles de resistencia a ampicilina, 
ciprofloxacina, norfloxacina y levofloxacina.  
 
Por otro lado, se reportaron bajos niveles de resistencia a cloranfenicol (9.1% 
de todo el grupo clínico) sin embargo cuando el origen de la infección provenía de 
sangre estuvo presente en el 66.7% de los casos (ambas cepas E. faecalis). En las 
infecciones cuyo origen proviene de catéter y abscesos en todos los casos las cepas 
aisladas (todas E. faecium EVR) presentaron perfiles de resistencia a 5 antibióticos 
(CIP/EM/P/S/VAN), mientras se observó que en el grupo de enterococos aislados de 
líquidos corporales se reportaron todos los casos de resistencia posibles con 50% de 
cepas resistentes a vancomicina. Estas observaciones son relevantes, tomando en 
cuenta que en la actualidad la terapia antibiótica  de infecciones por abscesos o 
catéter consisten en un tratamiento combinado de ampicilina (o en su defecto 
vancomicina) con gentamicina o estreptomicina (Gonzales, 2010), por lo que el 
tratamiento en breve podría no ser del todo efectivo. 
 
Los aislados de E. faecium en esta investigación presentaron multirresistencia 
con perfiles de 5 a 7 antibióticos, en éstos siempre se observó la resistencia a 
vancomicina, el cual representó el 72.2%. Para los enterococos EVR los elevados 
niveles de resistencia a vancomicina están codificados principalmente por los genes 
vanA y vanB portados en elementos genéticos móviles que tales como los 
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trasnposones ligados al Tn1546 hasta mega plásmidos del tipo pHylEfm con una 
contrasferencia de genes de resistencia y virulencia (Guardabassi y Dalsgaard, 2004; 
Arias et al., 2009) por lo que a nivel local la cotransferencia de resistencia y virulencia 
en E. faecium podría estar ocurriendo principalmente en cepas EVR.  
Contradictoriamente con lo observado en el grupo marino las cepas clínicas de E. 
hirae, E.durans, E. raffinosus y E. avium  tienen una baja frecuencia de aislamiento y 
resistencia antibiótica y en los escasos episodios infecciosos por esos enterococos 
que se reportaron también se observó baja resistencia antimicrobiana (Stepanovic et 
al., 2004).  
 
6.2. DETERMINANTES DE VIRULENCIA 
La resistencia antimicrobiana por sí sola no puede explicar la virulencia 
enterocócica, es crucial además la expresión otros factores asociados con la adhesión, 
translocación y evasión de la respuesta inmune para desarrollar un cuadro patológico 
(Franz et al., 2001). En esta investigación determinamos la frecuencia de los 
marcadores de virulencia: gelE, esp, hyl y cylA; y el fenotipo a los cuales se ha  
asociado la expresión de estos genes. Determinamos una baja frecuencia de estos 
marcadores en el grupo marino, con ausencia de los genes hyl  y cylA; el primero 
asociado frecuentemente a E. faecium EVR, y el segundo que codifica el activador de 
la toxina betahemolítica enterocócica. Ante una baja prevalencia de enterococos EVR 
en aguas superficiales y marinas a nivel local parece justificar la ausencia del 
marcador hyl dentro del grupo marino, aunque esta situación podría ser solo temporal 
y cambiar rápidamente en los próximos años. 
 
Dentro del grupo clínico observamos la presencia del marcador hyl sólo en E. 
faecium con una prevalencia del 23.1% de cepas EVR aisladas a partir de muestras de 
catéter y orina. Recientemente se ha discutido su carácter de hialuronidasa al no 
detectarse in vitro su actividad enzimática, y se la ha reconocido por análisis in silico 
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como una putativa glicosil-hidrolasa que facilitaría la colonización intestinal en el 
hospedero (Panesso et al., 2011). Además se ha reconocido recientemente  que 
algunos E. faecium clínicos aislados en la región andina (lo que incluye Colombia, 
Venezuela, Ecuador y Perú) están vinculados con E. faecium del complejo clonal 17 
(CC17), un genogrupo relacionado por secuencias tipo (ST) basado en el ST17, 
ampliamente distribuidos en los Estados Unidos y gran parte de Europa, que han 
ocasionado serios problemas de salud pública (Panesso et al., 2010). Actualmente es 
muy escaza la información que se conoce sobre la epidemiologia molecular a nivel 
local de E. faecium EVR, esto a pesar de lo evidente de su presencia en nuestro país 
(Flores., 2010). 
 
Al margen de la patogenicidad a la cual estaría asociada la expresión de hyl, la 
presencia de este marcador que ha sido reportado en el aislamiento de casi todos los 
mega plásmidos (mayores a 150 Kb) presentes en E. faecium (sean estos asociados o 
no al CC17), podría ser usado como un marcador eficaz para el reconocimiento de E. 
faecium emergentes a nivel local con gran capacidad de resistencia antimicrobiana y 
virulencia, que estarían asociados a los recientes episodios infecciosos nosocomiales 
de distribución global (Freitas et al., 2010).   
 
Adicionalmente hallamos  en todos los casos donde se detectó hyl la presencia 
del marcador esp; similar observación fue reportado por Vankerckhoven et al., (2004) 
donde la asociación binaria de estos marcadores estaba presente en el 76% de las 
cepas hyl-positivas y que además eran resistentes a ampicilina; de igual forma Rice et 
al., (2003) observaron esta misma asociación en más del 90% de las cepas hyl-
positivas, estas evidencias confirma que ambos determinantes viajan en el mismo 
elemento genómico, que en algunos casos puede involucrar islas de patogenicidad 
(Oancea et al., 2004). 
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Por otra parte la hemolisina es seleccionada positivamente en ambientes 
hospitalarios lo cual la hace un importante factor de virulencia para algunos tipos de 
infecciones (Cox et al., 2005). Si bien no se detectaron en esta investigación cepas 
marinas betahemolíticas se observó una actividad hemolítica parcial sobre sangre 
humana para algunas cepas. Se sabe que los enterococos poseen a su vez otros tipos 
de bacteriocinas no patogénicas útiles en el control del nicho ecológico (Nes et al., 
2007), esta capacidad de producir una variedad de bacteriocinas podría ser la razón 
de las hemólisis parciales (alpha hemólisis) que se observaron en el 55.6% y el 44.4% 
de los E. faecium y E. durans marinos respectivamente; mientras que en las cepas de  
E. faecalis marinos no se observaron estas características, similares resultados 
también se observaron en el grupo de E. faecalis clínicos.   
 
El sistema genético del operón cyl, el cual codifica la hemolisina, es muy 
complejo e involucra la participación de 8 genes, de los cuales el gen del activador de 
esta toxina (cylA) ha sido frecuentemente usado como marcador en la identificación de 
este operón (Cox et al., 2005).  Incluso se espera que en un futuro cercano se 
diseñarán medidas terapéuticas basadas en la administración de proteasas, dirigidas 
precisamente a neutralizar su trascendental participación en muchas infecciones 
enterocócicas, por lo que la presencia de cylA en el ambiente marino debería ser 
evaluada periódicamente (Garza et al., 2002) 
 
 A diferencia del grupo marino, se detectó la presencia de cylA en 3 E. faecalis 
(27.3% de la especie) aisladas de orina y LCR, mientras que 2 cepas de  E. faecium  
(11.1% de la especie) portaban el marcador, aunque una cepa aislada precisamente 
de sangre no expresó el fenotipo betahemolítico. La pérdida de la actividad hemolisina 
ha sido observada por otros investigadores y los resultados reportados sugieren que el 
silenciamiento de estos genes, que presentan in vitro una actividad negativa, bajo 
ciertos factores ambientales hallados en los sitios de infección pueden revertir y 
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presentar de nuevo actividad, debido a que poseen un sistema muy versátil de control 
de la expresión por quorum sensing, aún no del todo comprendido (Eaton y Gaston, 
2001).  
 
Reportamos además una baja prevalencia de enterococos betahemolíticos 
indistintamente en infecciones  invasivas como no invasivas, a diferencia de Creti et 
al., (2004) quienes hallaron una mayor prevalencia de cylA entre las cepas no 
invasivas (62.5%) y comensales que en las cepas invasivas (50%) donde la actividad 
hemolítica estaba presente en el 64.7% de las cepas cylA-positivas; por otro lado 
Huycke y Gilmore (1995) hallaron una mayor frecuencia de cylA en bacteriemias que 
en los casos de endocarditis o en heces de individuos sanos. A este respecto la 
patogenicidad de la hemolisina no está en discusión, más su presencia en algunos 
tipos de infección no es todavía del todo clara. 
 
El carácter betahemolítico de la hemolisina sobre sangre humana es una 
característica exclusiva, se confirmó esta actividad mediante la siembra realizada en 
agar sangre de carnero de las cepas positivas, bajo las mismas condiciones no se 
presentó beta hemolisis, se sabe ahora que el alto contenido de fosfatidilcolina 
presente en la membrana externa de eritrocitos humanos, conejos y caballos (pero no 
en eritrocitos de carnero u ovejas) permite un alto grado de susceptibilidad para la 
actividad hemolítica mediada por hemolisina enterocócica (Coburn y Gilmore, 2003). 
 
Por otra parte, un factor crucial para colonización y persistencia de muchas 
infecciones enterocócicas están relacionadas con la capacidad de formar biopelículas; 
Bajo condiciones críticas la  biopelícula madura puede tolerar una mayor 
concentración de antibiótico en la orden de 10 a 1000 veces superior a la necesaria 
para matarla en su estado planctónico, a su vez le confiere resistencia a la fagocitosis, 
lo cual dificulta en extremo su erradicación del hospedero (Lewis, 2001) a su vez se 
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han reportado casos donde la formación de biopelículas incrementa la frecuencia de 
transferencia de plásmidos en E. faecalis (Kajiura et al., 2006). 
 
Ciertos factores externos involucrados en el metabolismo de muchas bacterias 
están relacionados directamente con el desarrollo de un fenotipo fuertemente 
productor; entre éstos se encuentran la disponibilidad de hierro y CO2, glucosa, suero,  
osmolaridad, pH y temperatura; el metabolismo de los carbohidratos regula la 
formación de biopelícula entre varios Gram positivos, incluyendo E. faecalis (Pillai et 
al., 2004). Aquí reportamos que bajo una concentración relativamente alta de glucosa 
se indujo a una mayor producción de biopelículas en las cepas, tomando como 
referencia un medio de cultivo (TSB) y 3 tipos de concentraciones de azúcar (0, 0.5 y 
0.75%) se obtuvieron los mejores resultados con 0.75% de glucosa. 
 
 El uso adicional del carbohidrato permite obtener resultados in vitro que 
expresen la mayor capacidad de la cepa, el uso de glucosa como inductor puede 
darnos una idea más realista de la capacidad potencial que la cepa alcanzaría in vivo. 
Un estudio realizado por Baldassarri et al., (2001) revelaron que al emplear TSB 
suplementada con 1% de glucosa  se elevaba  la producción de biopelículas en E. 
faecalis comparado con el medio TSB sin suplementar; mientras que Tendolkar et al., 
(2004) demostraron que la presencia de altas concentraciones de glucosa mejoraba 
significativamente el biovolumen y el espesor de la biopelícula en E. faecalis esp 
positivas sobre las cepas esp negativas 
 
Hallamos que los niveles de producción de biopelículas  son 
considerablemente altos en el grupo marino con un mayor porcentaje del fenotipo 
fuerte en E. faecalis. Similares características apreciadas también en E. hirae y E. 
durans, que en su mayoría resultaron moderados a fuertemente productores; y por 
último en E. faecium contrariamente se observaron los menores niveles de producción 
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de biopelícula, en donde el 55.6% presentó un fenotipo débil. Lo observado entonces, 
con excepción de E. faecium, sugiere que la producción de biopelículas en un 
ambiente poco favorable como el marino, es crucial para la supervivencia 
enterocócica.  
 
Sabemos que la viabilidad microbiana, bajo las condiciones anteriormente 
descritas, decae rápidamente y el ingreso a estados de BVNC  tiene como condición 
previa la adhesión a superficies bióticas como abióticas. Anteriormente Signoretto et 
al., (2004) identificaron mediante uso de anticuerpos marcados la presencia de E. 
faecalis adheridos al exoesqueleto quitinoso de copépodos presentes en agua marinas 
y cuya presencia no había sido detectada por los métodos convencionales, similares 
características han sido observadas también por Maugeri et al., (2004) quienes 
hallaron que la supervivencia de enterococos en ambientes marinos ocurre 
principalmente por la adhesión al plancton durante el periodo de invierno.  
 
El patrón de biopelículas observado en el grupo clínico difiere al marino; en 
este grupo todas las cepas de E. faecalis, independientemente al origen de la 
infección, desarrollaron un fenotipo fuertemente productor de biopelícula; mientras que 
todas las demás cepas, con excepción de una E. faecium aislada de orina, en su 
mayoría desarrollaron fenotipos  moderados a débiles. Toledo-Arana et al., (2001) 
demostraron que la absorbancia de las células teñidas en placas de poliestireno tenían 
relación con la adherencia inicial y el tipo de biopelícula que desarrollará in vivo la 
cepa.  
 
En infecciones urinarias sólo los E. faecalis presentaron un fuerte fenotipo 
productor de biopelículas, mientras que los E. faecium del mismo origen fueron en su 
mayoría débiles productores; resultados similares se obtuvieron en sangre y líquidos 
corporales.  Sólo una cepa de E. faecium aislada de orina tuvo un fenotipo fuerte, esta 
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excepción estaría relacionada con la presencia de actividad gelatinasa en la cepa, ya 
que la actividad gelatinasa ha sido previamente vinculada con la expresión de mayores 
niveles de biopelícula (Kristich et al., 2004).  
 
Contradictoriamente las muestras de catéter, de las cuales sólo se aislaron E. 
faecium EVR, todas fueron débiles a moderadas productoras de biopelículas aun 
portando el gen esp. Se sabe que los enterococos colonizan catéteres, marcapasos, 
válvulas cardiacas y otras piezas ortopédicas, ocasionando directa e indirectamente 
endocarditis, otitis media crónica y en algunos casos fibrosis quística (Costerton et al., 
1999) y casi siempre acompañado de una expresión del fenotipo fuertemente 
productor.  
 
Los casos de enterococos EVR aquí reportados corresponderían a episodios 
invasivos de catéter ocasionados por infecciones mixtas. Al respecto Stickler (2008) 
mencionó que los enterococos se hallan asociados comúnmente en infecciones mixtas 
de catéter junto con P. aeruginosa, E. coli y P. mirabilis conocidas por ser fuertemente 
productores de biopelículas; en tanto que los episodios donde enterococos son los 
únicos responsables de la invasión son escasos. Bajo este contexto entonces  es 
posible que in vivo  estos enterococos expresaran un fenotipo fuerte o simplemente se 
asocien con otros grupos de bacterias quienes les facilitarían el proceso de 
colonización.   
 
Ahora se sabe que una fuerte producción de biopelícula tiene un origen 
multigénico, en E. faecalis se han reportado la influencia del producto del gen esp por 
Toledo-Arana et al. (2001), la gelatinasa enterocócica (Hancock & Perego, 2004; 
Kristich et al., 2004) y la  expresión de otros genes como antígeno Epa (enterococcal 
polisaccharide antigen), la autolisina Atn  (Mohamed et al., 2004), la proteína Bop 
(Biofilm on plastic surface) (Hufnagel et al., 2004), y los antígenos de secreción SalA y 
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SalB (Mohamed et al., 2006). Al respecto se ha buscado relacionar en esta 
investigación la presencia de esp y gelE con una expresión fuerte de biopelículas en 
las cepas de estudio.  
 
Bajo el análisis descriptivo de los datos se observó que la presencia de esp y la  
expresión de gelE están relacionados con la fuerte producción de biopelículas 
principalmente en  E. faecalis y con una mayor correspondencia en cepas de origen 
clínico sobre los de origen marino,  si bien algunos E. faecalis marinos portaban el 
marcador gelE, era notoria la ausencia de  actividad gelatinasa dentro de este grupo. 
Asumimos como probable que la falta de actividad repercute sobre una mayor 
producción de biopelículas, en tanto la presencia de esp en los casos observados 
elevó los niveles de producción de biopelículas. En E. faecium la presencia de esp no 
se relacionó con mayores niveles de producción, mientras que las cepas clínicas de E. 
faecium portadoras de gelE favorecieron ligeramente la formación de moderados 
fenotipos de biopelículas. Caso distinto al observado en E. faecium marino donde no 
se determinó correlación entre la presencia  de los marcadores y un determinado tipo 
de biopelícula. 
 
Si bien existen otros determinantes genéticos para la expresión de biopelículas, 
cuya presencia en las cepas de estudio no se ha determinado, esp es un buen 
marcador de virulencia en enterococos. Se ha reconocido que la presencia de esp 
incrementa la capacidad in vitro para adquirir por conjugación los genes vanA, 
relacionados con altos niveles de resistencia a vancomicina (Lund et al., 2006), 
además de  ser un elemento portado por islas de patogencidad relacionados con E. 
faecium CC17, más aún el gen  esp de E. faecium tiene un 90% de homología con esp 
de E. faecalis, pero a diferencia de ésta su función  no es aún del todo comprendida 
(Heikens et al., 2007) 
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Se sabe además que la gelatinasa enterocócica se cotranscribe con una 
serinproteasa (sprE) y ambas son reguladas por un sistema de genes denominados 
sistema fsrABCD (Quin et al., 2000), de modo que tras la pérdida de algunos de estos 
elementos la producción de biopelículas puede considerablemente. Así por ejemplo 
Mohamed et al., (2003, 2004) mostraron una reducción del 32% en la producción de 
biopelículas en 3 tipos de mutantes deficientes de fsrA, FsrB y fsrC mientras que 
Hancock y Perego (2004) restauraron la formación de biopelículas  por 
complementación de esos genes. De tal manera que la pérdida de estos genes 
reguladores podría ser la razón aparente del silenciamiento en la expresión de un 
fenotipo determinado de biopelícula en las cepas marinas. 
 
El papel de la gelatinasa enterocócica en infecciones es ampliamente conocida 
y su rol en la virulencia se ha estudiado en diversos modelos animales (Sifri et al., 
2002; Mohamed y Murray, 2006) recientemente se ha reconocido su papel en la 
evasión del sistema inmune del insecto Galleria mellonella (Park et al., 2007). La 
gelatinasa, codificada por gelE,  posee una amplia gama de sustratos que incluyen la 
cadena beta de la insulina, hemoglobina, fibrinógeno, fibronectina, colágeno, gelatina, 
caseína y laminina (Gaspar et al., 2009).  
 
 En el grupo marino se detectó sólo una cepa con escasa actividad gelatinasa 
relativa, aun cuando el marcador  gelE estuvo presente en  3 cepas de E. faecalis 
(42.9%); 2 cepas de E. faecium (22.2%) y 2 E. durans (22.2%), mientras que en E. 
hirae no se detectó la presencia de este marcador. La amplia distribución de gelE ha 
sido reportado frecuentemente en aislados ambientales, si bien su expresión casi 
siempre se encuentra silenciada (Franz et al., 2001; Archimbaud et al., 2002). En la 
India Lata et al., (2009) reportaron la presencia de gelE en enterococos del rio Ganges 
principalmente en E. faecalis, seguido por E. faecium y E. durans y, concordante a 
nuestros resultados, una baja la prevalencia de este marcador en  E. hirae. 
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La no expresión de gelE y la baja actividad gelatinasa ha sido descrita por 
Mohamed y Murray (2005) quienes observaron que pueden existir bajos niveles de 
actividad gelatinasa en mutantes que carecen de fsr debido a la expresión basal del 
promotor de gelE y se ha demostrado que aún en el caso de la transcripción total del 
operón es probable no detectar actividad enzimática, situación que establece la 
posible existencia de un control postranscripcional (Lopes et al., 2006). S i a esto se 
suma la participación de factores abióticos en el ambiente marino, tales como la 
radiación solar, pueden desencadenar la pérdida de la actividad gelatinasa. Muchos 
genes no son expresados temporalmente y podrían luego sufrir procesos de reversión 
durante un ciclo infectivo, bajo  la influencia de otros microorganismos comensales y 
condiciones más favorables en el tracto gastrointestinal. Estas observaciones sugieren 
que  el conjunto de genes que involucrarían la expresión de gelE+ y su regulación 
estarían ampliamente distribuidos dentro de los enterococos. 
 
A nivel clínico la presencia de gelE+ era alta, superior en comparación al grupo 
marino, esta característica se observó principalmente en E. faecalis  sobre E. faecium. 
Descriptivamente se determinó relación entre la presencia de gelE y el origen de 
infección por E. faecalis en muestras de sangre, orina y líquidos corporales, en donde 
casi todas las cepas gelE+ mostraron actividad gelatinasa. Mientras que la relación en 
E. faecium entre gelE+ y su expresión era menor, pocas cepas demostraron actividad 
gelatinasa positiva. Algunas investigaciones, concordante a nuestros resultados 
sugieren también alta prevalencia de E. faecalis con actividad gelatinasa en sangre, 
infecciones piogénicas y orina (Arularasi y Prabakaran, 2011), la característica propia 
de la gelatinasa en E. faecalis le permite persistir en su hospedero, ya sea en el tracto 
urinario la capacidad de adherencia ante el flujo constante de orina; y a la evasión de 
la respuesta del sistema inmune en sangre, al hidrolizar ciertos factores importantes 
involucrados en el desencadenamiento del sistema del complemento. 
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No se hallaron en esta investigación diferencias significativas entre la actividad 
gelatinasa relativa de las cepas aisladas en sangre, líquidos corporales u orina, tan 
sólo una cepa E. faecalis reportada con una actividad superior (4.71 R/r) podría ser 
catalogado como resultado atípico, debido a la homogeneidad de la actividad entre 
todas las cepas; varios autores han establecido previamente distintas metodologías 
para medir la actividad gelatinasa (Del Papa et al., 2007; Pires-Boucas et al., 2010) no 
hallando diferencias significativas en las medidas de la actividad gelatinasa in vitro.  
 
6.3. Ensayos de mortalidad en G. mellonella 
Discutida con frecuencia, la patogenicidad de Enterococcus ha mostrado un 
patrón evolutivo dinámico con la emergencia periódica de cepas altamente virulentas 
con capacidad invasiva y toxicidad local (Vebo et al., 2009).  Previo a  los ensayos  de 
mortalidad en G. mellonella, se ha determinado frecuencia y distribución de 4 
marcadores  de virulencia cylA, esp, hyl, gelE y la expresión fenotípica in vitro en 
ambos grupos de experimentación; estos son reconocidos frecuentemente como 
determinantes activos en la evasión de la respuesta inmune y el desarrollo de diversas 
patologías (Vankerckhoven et al., 2008; Panesso 2010; Singh et al., 2010); en esta 
investigación se comparó la mortandad de las cepas del grupo clínico y marino en G. 
mellonella estabeciendose diferencias entre los distintos perfiles de virulencia 
obtenidos previamente. 
 
El uso de G. mellonella como modelo animal ha sido contrastado con buenos 
resultados con procesos propios en una infección humana por otros patógenos 
(Jander et al., 2000). Si bien la inmunidad adaptativa es única dentro de los 
vertebrados, la respuesta innata tiene una participación activa en una infección 
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bacteriana, el cual ha sido altamente conservado entre vertebrados e invertebrados. 
Asi en G. mellonella se presenta una respuesta inmune celular y humoral (Vilmos y 
Kurucz, 1998). Ocasionalmente se han reportado casos clínicos de infecciones 
humanas por enterococos distintos a E. faecalis y E. faecium que involucraron 
principalmente a E. durans y E hirae, consideranose por ello a este grupo enterococos 
de baja virulencia. Estudios previos de la virulencia de estos enterococos son escasos, 
más aún en cepas ambientales; en esta investigación seleccionamos 4 cepas marinas 
de este grupo: 2 de E. durans y 2 de E. hirae y las comparamos con 4 cepas clínicas 
(E. durans, E. hirae, E, raffinosus y E. avium). No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre la mortandad de ambos grupos y en ningún caso 
la mortandad superó el 25% en G. mellonella.  
 
Respecto a la virulencia E. durans y E. faecium Gaspar et al., (2009) hallaron 
que estas especies aisladas de productos lácteos eran relativamente de baja 
virulencia, con una mortandad hasta del 3% de las larvas de G. mellonella, mientras 
que el rango de mortalidad en E. faecalis de origen clínico y lácteos osciló entre el 60 
al 98%. los resultados obtenidos muestran una mortandad superior, tomando en 
cuenta que se emplearon dosis similares del patógeno y más aún cuando existía, 
como único marcador, una baja prevalencia de gelE; ante la ausencia de estudios 
previos en cepas marinas, evaluamos por primera vez a nivel local la virulencia 
relacionada con las especies de enterococos mencionadas anteriormente. 
 
Comparativamente, la presencia de esp en E. faecalis estuvo acompañada de 
una mortalidad inicial más temprana en el grupo clínico como en el marino, 
característica no observada en esp de E. faecium. La baja virulencia de las cepas 
marinas ha sido corroborada en G. mellonella con una mortalidad que no superó el 
40% cuando esp está presente en E. faecalis y el 30% en E. faecium. La proteína de 
superficie enterocócica madura está anclada en la pared celular, aunque no posee 
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capacidad hidrolítica o toxigénica, su expresión le otorga  capacidades superiores de 
adherencia y evasión de la respuesta del sistema inmune del hospedero (Toledo-
Arana, 2001); a priori se observa que esp incrementa la capacidad de colonización en 
ambos grupos y otros autores han relacionado su presencia con otros determinantes 
de virulencia codificados en los mismos elementos genéticos, considerando a esp 
como marcador recurrente en cepas epidémicas (Oancea et al., 2004).   
 
La virulencia asociada a esp ha sido estudiada en varios modelos,  Shankar et 
al., (2001) usando el modelo CBA/J del ratón demostró que la presencia de esta 
proteína incrementaba la capacidad de adherencia a las células epiteliales del tracto 
urinario, pero no en epitelio renal frente a una mutante isogénica esp-negativa,  
aunque sin cambios histopatológicos asociados. Por otro lado Pultz et al., (2005) 
usando otro modelo de ratón con inoculación previa con clindamicina aseveraron que 
esp no facilitaba la colonización intestinal o translocación de E. faecalis a los nódulos 
linfales, sin embargo no se han reportado casos donde se ha usado G. mellonella para 
evaluar la virulencia de esp. Aunque en esta investigación no se evidenció una alta 
mortandad en este modelo, se sostiene en esta investigación que si bien no hay otras 
funciones adicionales asociadas a esp, al estar relacionado con otros marcadores de 
virulencia principalmente en E. faecalis, su identificación serviría como un marcador 
importante de la  virulencia que podría hallarse en las cepas a nivel local.   
 
Asociado a esp se ha encontrado en este estudio otro elemento genético: hyl, 
una posible glicosil-hidrolasa que ha sido descrita  anteriormente como una 
hialuronidasa y sólo presente en E. faecium, ambos elementos genéticos estarían 
codificados en un megaplásmido (pHylfm) como fue reportado con frecuencia (Rice et 
al., 2003); la presencia de hyl indica la presencia de pHylfm el cual incrementa las 
propiedades patogénicas en E. faecium disminuyendo considerablemente la 
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supervivencia cuando es inoculado en el modelo de peritonitis murino (Arias et al., 
2009).  
 
En esta investigación la asociación  hyl+/esp+ fue recurrente y sobre la 
mortandad en G. mellonella la presencia de esp no aceleró el proceso infectivo a 
diferencia de lo observado en E. faecalis, sin embargo se observó una supervivencia 
media de 48 a 56 horas y una mortandad cercana al 60% en las 3 cepas bajo el perfil  
hyl+/esp+; no se ha detectado actividad hialuronidasa in vivo y tampoco se había 
descrito anteriormente el efecto de hyl en G. mellonella, por lo que tampoco es posible 
deducir cual es el mecanismo patogénico empleado. Recientemente Panesso et al., 
(2011) determinaron que los 4 genes presentes en la region hyl (incluido el gen hylfm) 
presentes en el plásmido pHylfm no mediaban el incremento de la virulencia en el 
modelo de peritonitis murino, por lo que aún permanece la incógnita de cual es el 
mecanismo de virulencia en el plásmido pHylfm. Al margen de estas observaciones, y 
debido a la diferencias entre los perfiles de virulencia por especie, hyl sería un 
importante marcador de virulencia en el estudio epidemiológico propio de E. faecium. 
 
El tercer determinante de virulencia evaluado en G. mellonella fue la 
hemolisina, una toxina citolítica codificado por el operón cyl, cuya presencia 
anteriormente se ha reportado en plásmidos del tipo pAD-1, y en menor grado como 
parte del cromosoma bacteriano e islas de patogenicidad (Ike y Clewell, 1992; Manson 
et al., 2010). Se establecieron en este estudio diferencias significativas entre los 
modelos de supervivencia Kaplan-Meier y la supervivencia media entre E. faecium y E. 
faecalis citolíticos de origen clínico; además de  hallarse diferencias entre cepas 
portadoras de cylA sin expresión del fenotipo y otras hemolíticas (cylA+) en E. 
faecium, en donde la mortalidad fue del 60 y 75% respectivamente. Se describe en 
esta investigación que la hemolisina es un importante factor de virulencia en 
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enterococos, curiosamente aún cuando no se observó in vitro expresión del fenotipo 
hemolítico, las cepas cylA positivas alcanzaron una mortalidad considerablemente alta. 
 
 Se ha descrito anteriormente que el plásmido  pAD-1, el cual frecuentemente 
está presente en enterococos de origen clínico,  porta el operón completo de la 
hemolisina y, a su vez, la sustancia de agregación (asa) el cual es otro factor de 
virulencia importante; asa es inducida por feromonas y está relacionada con la 
adhesión a las proteínas de la matriz extracelular del hospedero, incrementando la 
hidrofobicidad de estas superficies (Kayaoglu y Orstavik, 2004); en esta investigación 
no se ha establecido la frecuencia de asa en las cepas, por lo que su presencia 
contribuiría a la alta mortalidad aun en cepas que no presentan in vitro la actividad 
hemolítica. 
 
Al respecto diversos modelos se han utilizado para estudiar la participación de 
cylA y asa en la virulencia enterocócica. Ike et al., (1984) fueron los primeros en 
describir la correlación dependiente entre el plásmido pAD-1 que codifica la 
hemolisina, y la toxicidad en peritonitis murino con respecto a cepas isogénicas de E. 
faecalis, sin embargo los efectos solo eran diferenciables para dosis superiores de 107 
UFC/ratón; mientras que Chow et al. (1993), usando el modelo de endocarditis en 
ratones,  evaluaron la virulencia conferida por el plásmido pAD-1 (cyl+/asa+) y sus 
respectivas mutantes isogénicas hallaron que todos los aislados producían 
endocarditis, sin embargo solo la combinación de hemolisina y la sustancia de 
agregación incrementaban la mortalidad en el modelo de endocarditis en ratón. 
Contrariamente Garsin et al., (2001) en base a su investigación sugiere que el operón 
cyl es un importante factor de virulencia que afecta la mortandad del nematodo C. 
elegans independientemente de la presencia de la sustancia de agregación (asa), esto 
considerando que este modelo animal carece de una respuesta  inmune celular. 
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A diferencia de lo antes mencionado  G. mellonella si presenta una respuesta 
inmune humoral y celular, con varios mecanismos de respuesta análogos a los 
presentes en mamíferos. Tomando en cuenta esto la mortandad se incremento 
considerablemente en E. faecalis y E. faecium a las 24 y 32 horas post infección 
alcanzado una mortandad completa para E. faecalis a las 48 horas, mientras que en E. 
faecium la supervivencia promedio fue cercana al 30% de larvas inoculadas. Bajo el 
modelo de  endolftalmitis de conejo Jett et al., (1992) examinaron la contribución de la 
hemolisina con la toxicidad  y destrucción  del tejido retinal y neural sobre las 24 a 72 
horas postinfección. La infección con E. faecalis hemolítica resultaba en la pérdida del  
99% de la función retinal, sobre la infección de la cepa isogénica no hemolítica que 
presentó una pérdida del 74%. Aunque no se ha descrito como participa la hemolisina 
en la mortalidad de G. mellonella se conoce que en ratones  el daño y mortalidad por 
enterococos citolíticos se debe a mecanismos como: inducción de grandes reacciones 
inflamatorias; capacidad de cruzar la barrera endotelial rápida y eficiente; menor 
susceptibilidad a los macrófagos de Kuffer y una masiva necrosis coagulativa ocurrida 
en hígado y riñones (Gentry-Weeks  et al., 2003). 
 
Previamente se han determinado diferencias de la actividad  gelatinasa entre el 
grupo clínico y marino, además de identificarse enterococos marinos gelE+ sin 
actividad de la enzima. Los ensayos de mortalidad de G. mellonella por E. faecalis, E. 
faecium y E. hirae (gelE+) marinos sin actividad gelatinasa presentaron una baja 
mortalidad del 15 y el 25%, característica similar a la observada en la mortalidad por 
enterococos marinos que no presentaron los marcadores. No se hallaron en esta 
investigación diferencias estadísticamente significativas entre las curvas de 
supervivencia dentro del grupo clínico gelatinasa positiva, observándose una 
homogeneidad en el inicio de la mortalidad (24 horas) y la supervivencia media (40 
horas), aunque curiosamente se observó una menor mortandad en E. faecium, 
particularmente en la cepa Efm12/20 que anteriormente presentó la mayor actividad 
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gelatinasa entre todas las cepas, lo cual sugiere que una mayor  actividad de la 
enzima no necesariamente estaría relacionado con una mayor virulencia sin embargo 
aún bajo una expresión basal de la enzima se produciría cierta capacidad virulenta, 
como lo demostró los resultados  entre el grupo marino y clínico que si bien 
presentaron diferencias tanto en la supervivencia media y la final a las 64 horas, se 
observó una considerable mortandad.  
 
En el grupo marino la mortandad se describió como escaza durante las 
primeras 32 horas y abruptamente se incrementó a las  40 horas con un máximo del 
70% de mortandad al final del experimento. Al respecto Zeng et al., (2005) estudiando 
la capacidad de translocación por E. faecalis (gelE+) sobre la monocapa polarizada de 
las células T84 derivado de carcinoma humano de colon observaron una capacidad de 
translocación efectiva principalmente en todas las cepas gelatinasa positivas  lo cual 
no se observó en cepas no productoras, esto sugiere que la actividad gelatinasa es 
una condición importante para una exitosa translocación  in vitro de E. faecalis sobre la 
membrana  de enterocitos T84. 
 
Sobre la respuesta inmune observada en G. mellonella y en suero humano 
Park et al., (2007) demostraron que los efectos de la virulencia de E. faecalis (gelE+), 
en donde GelE directamente hidrolizaba péptidos antimicrobiano del grupo Cecropin  y 
la proteína del complemento C3a. Esta capacidad potencial de degradar proteínas de 
hospederos tan distintos es posible debido  existe una homología evolutiva entre 
proteínas propias en la respuesta innata de insectos y otras presentes en vertebrados 
como el caso de la profenoloxidasa, enzima responsable de los procesos de defensa 
que involucran  melanización en insectos, el cual contiene  secuencias similares a la 
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región tio-ester  presente en las proteínas C3 y C4 del sistema de complemento en 
vertebrados (Vilmos y Kurucz, 1998). 
 
Park et al., (2008) describieron además que GelE paralizaba el sistema de 
complemento humano vía dos procesos: primero al presentar una homología funcional 
a la convertasa soluble C3 que convierte el C3 circulante en C3b el cual es inactivado 
instantáneamente al reaccionar con el agua y el segundo proceso ocurre cuando GelE 
degrada dos fragmentos de la cadena alfa de iC3b y de esta forma es removido de la 
superficie del patógeno; consecuentemente  no ocurre la unión iC3b/CR3 entre el 
patógeno y los PMN, y de esta forma se anula la muerte del patógeno mediada por 
PMN. Contrariamente la proteína sprE extracelular, que también se cotranscribe con 
gelE no afecta la respuesta del sistema immune en G mellonella como en suero 
humano.  
 
Finalmente el perfil de marcadores cylA+/esp+/gelE+ presente solo en E. faecalis 
clínicos demostró ser la combinación más virulenta con una mortalidad  del 100% 
alcanzada a  las 48 horas. En todos los casos la actividad de la gelatinasa implicó una 
considerable mortandad, aún cuando no se hallaron otros marcadores de virulencia. 
Se ha observado que la expresión de gelE contribuye con la bacteriemia enterocócica, 
el  cual ha sido considerado importante en infecciones poli microbianas, de acuerdo 
con esto se ha propuesto que los enterococos gelatinasa-positivos tendrían una 
función critica en el sinergismo bacteriano y el desarrollo de la enfermedad causada 
por otros organismos con mayor virulencia (Montravers et al., 1994)  
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7. CONCLUSIONES 
 
- Existen diferencias  entre los perfiles de virulencia y resistencia antimicrobiana 
del grupo de enterococos clínicos  y el marino. 
- Los perfiles de multiresistencia antimicrobiana en enterococos clínicos son 
similares y están determinados por la especie y por el origen de la infección; en 
tanto que en el grupo marino los perfiles de resistencia son similares en casi 
todas las  especies aisladas.  
- Se determinó una baja diversidad de marcadores de virulencia en el grupo 
marino, principalmente esp y gelE, y una escasa actividad gelatinasa; en tanto 
que en el grupo clínico se observó una mayor diversidad, predominante en E. 
faecalis sobre otras especies, y cuyos perfiles se han relacionado 
principalmente con el origen de la infección. 
- La expresión de un fenotipo fuertemente productor de biopelículas en los 
enterococos marinos está ampliamente distribuída y  ha demostrado ser 
independiente de esp y gelE.  
- La expresión de un fenotipo fuertemente productor de biopelículas en los 
enterococos clínicos esta principalmente presente en E. faecalis sobre otras 
especies y se ha vinculado a la presencia de esp y la expresión de gelE. 
- La actividad hemolítica y gelatinasa en los enterococos contribuyen a una 
mayor mortandad en el modelo experimental G. mellonella. 
- La mortandad ocasionada principalmente por E. faecalis del grupo marino en 
G. mellonella es similar a la mortandad observada dentro del grupo clínico. 
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9. ANEXOS 
Anexo 1. Iniciadores para el desarrollo de PCR múltiplex 
(Fuente: Vankerckhoven et al.,2004) 
 
 
Anexo 2. Protocolo del mix PCR para una reacción de PCR multiplex  
REACTIVO [STOCK] VOLUMEN [FINAL] 
Agua Ultrapura - 25 uL - 
Buffer PCR 10X 5 uL X 
MgCl2 25 mM 4 uL 2 mM  
dNTP`s 2.5 mM 4  Ul  0.2 mM 
Iniciadores       
GelE [F] 10 uM 0.5 ul 0.1 uM 
GelE [R] 10 uM 0.5 ul 0.1 uM 
Hyl [F] 10 uM 0.5 ul 0.1 uM 
Hyl [R] 10 uM 0.5 ul 0.1 uM 
CylA [F] 10 uM 1 ul 0.2 uM  
CylA [R] 10 uM 1 ul 0.2 uM  
Esp [F] 10 uM 1 ul 0.2 uM  
Esp [R] 10 uM 1 ul 0.2 uM  
Taq polimerasa 1 U/ul 2 ul 2 U 
Extracc.ADN - 4 ul - 
Volumen por 
reacción  50 ul  
 
 
 
 
 
GEN 
FACTOR DE 
VIRULENCIA 
NOMBRE DE 
INICIADORES 
SECUENCIA NUCLEOTIDICA 
(5’-3’) 
TAMAÑO DE 
PRODUCTO (PB) 
gelE 
 
Gelatinasa 
 
GEL 11 
GEL 12 
TATGACAATGCTTTTTGGGAT 
AGATGCACCCGAAATAATATA 
213 
cylA 
 
Citolisina 
CYT I 
CYT IIb 
ACTCGGGGATTGATAGGC 
GCTGCTAAAGCTGCGCTT 
688 
esp 
 
Proteína de 
superficie 
enterocócica 
ESP 14F 
ESP 12R 
AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 
AATTGATTCTTTAGCATCTGG 
510 
hyl 
 
Hialuronidasa 
HYL n1 
HYL n2 
ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 
GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 
276 
[119] 
 
Anexo 3. Actividad hemolítica por cepa  de enterococos marinos 
 
 CODIGO ESPECIE ATH 5% SANGRE HUMANA RESULTADO 
C+ Efc283 E. faecalis Beta hemólisis Positivo 
1 Efc17 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
2 Efc18 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
3 Efc26 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
4 Efc27 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
5 Efc42 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
6 Efc43 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
7 Efc92 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
8 Efm7 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
9 Efm13 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
10   Efm14 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
11 Efm65 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
12 Efm66 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
13 Efm70 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
14 Efm82 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
15 Efm89 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
16 Efm109 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
17 Ed2 E. durans Gamma hemolisis Negativo 
18 Ed4 E. durans Gamma hemolisis Negativo 
19 Ed5 E. durans Gamma hemolisis Negativo 
20 Ed10 E. durans Alpha hemolisis Negativo 
21 Ed12 E. durans Alpha hemolisis Negativo 
22 Ed30 E. durans Alpha hemolisis Negativo 
23 Ed32 E. durans Alpha hemolisis Negativo 
24 Ed33 E. durans Gamma hemolisis Negativo 
25 Ed90 E. durans Gamma hemolisis Negativo 
26 Eh8 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
27 Eh15 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
28 Eh20 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
29 Eh21 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
30 Eh22 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
31 Eh23 E. hirae Alpha hemolisis Negativo 
32 Eh29  E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
33 Eh31 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
34 Eh40 E. hirae Gamma hemolisis Negativo 
Hemólisis sobre agar Tood Hewitt  con 5% de sangre humana defibrinada. 
Incubación por 48 horas en cámara con CO2. Betahemólisis: degradación 
total, alpha hemólisis: degradación parcial, gamma hemólisis: no hemólisis. 
  
[120] 
 
Anexo 4.   Actividad hemolítica  por cepa de enterococos clínicos 
 
  CODIGO ESPECIE ATH 5% SANGRE HUMANA RESULTADO 
C+ Efc283 E. faecalis Beta hemólisis Positivo 
1 Efc22031121 E. faecalis Beta hemólisis Positivo 
2 Efc05051123 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
3 Efc05051126 E. faecalis Beta hemolisis Positivo 
4 Efc03051122 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
5 Efc05051127 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
6 Efc13061120 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
7 Efc09051117 E. faecalis Beta hemolisis Positivo 
8 Efc06031105 E. faecalis Gamma hemolisis Negativo 
9 Efc05111007 E. faecalis Gamma hemólisis  Negativo 
10 Efc08071124 E. faecalis Gamma hemólisis Negativo 
11 Efc188 – 11 E. faecalis Gamma hemólisis Negativo 
12 Efm12031119 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
13 Efm09031122 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
14 Efm12031120 E faecium Gamma hemolisis Negativo 
15 Efm30061115 E. faecium Alpha hemolisis Negativo 
16 Efm28021109 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
17 Efm21081103 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
18 Efm10081113 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
19 Efm19081113 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
20 Efm06111009 E. faecium Alpha hemólisis Negativo 
21 Efm27111008 E. faecium Gamma hemolisis Negativo 
22 Efm13121013  E. faecium Gamma hemólisis Negativo 
23 Efm23021118 E. faecium Gamma hemólisis Negativo 
24 Efm02041112 E. faecium Alpha hemólisis Negativo 
25 Efm22121004 E. faecium Beta hemólisis Positivo 
26 Efm18111018 E. faecium Gamma hemólisis Negativo 
27 Efm07031113 E. faecium Gamma hemólisis Negativo 
28 Efm09021123 E. faecium Gamma hemólisis Negativo 
29 Efm314-11 E. faecium Gamma hemólisis Negativo 
30 Eh118-4ª E hirae Alpha hemolisis Negativo 
31 Ed118-4B E.durans Gamma hemólisis Negativo 
32 Ent 189 – 11 E. raffinosus Alpha hemolisis Negativo 
33 Ent757-10 E. avium Gamma hemolisis Negativo 
Hemólisis sobre agar Tood Hewitt  con 5% de sangre humana defibrinada. 
Incubación por 48 horas en cámara con CO2. Betahemólisis: degradación 
total, alpha hemólisis: degradación parcial, gamma hemólisis: no hemólisis.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Anexo 5. Formación de biopelículas: determinación de la concentración optima de glucosa  
 
Lectura de la absorbancia a 492 nm con referencia a 630 nm. Se realizaron 4 repeticiones con 3 réplicas de las cepas de 
control incubados en caldo TSB (0%, 0.5%, 0.75% glucosa). Control postivo: P. aeruginosaATCC 27853; Control negativo: S. 
aureus ATCC 25923. 
 
  
[GLUCOSA] Cepa 
ABSORBANCIA (492 nm con referencia a 630 nm) 
PROM D.S. 
L1 L2 L3 L4 L5 L6 
 
L7 
 
L8 
 
L9 
 
L10 
 
L11 
 
L12 
0% 
glucosa 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 
0.048 0.049 0.041 0.042 0.041 0.047 0.043 0.036 0.041 0.038 0.046 0.041 0.043 0.004 
S. aureus 
ATCC 25923 
0.015 0.013 0.016 0.017 0.011 0.013 0.018 0.014 0.012 0.017 0.013 0.015 0.015 0.002 
0.5% 
glucosa 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 
0.052 0.058 0.062 0.058 0.058 0.056 0.053 0.061 0.061 0.057 0.061 0.053 0.058 0.003 
S. aureus 
ATCC 25923 
0.018 0.016 0.020 0.019 0.022 0.019 0.020 0.021 0.019 0.017 0.021 0.020 0.019 0.002 
0.75% 
glucosa 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 
0.134 0.138 0.136 0.143 0.152 0.144 0.142 0.146 0.134 0.145 0.154 0.142 0.143 0.006 
S. aureus 
ATCC 25923 
0.018 0.021 0.023 0.019 0.022 0.028 0.020 0.021 0.024 0.017 0.021 0.022 0.021 0.003 
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Anexo 6. Formación de biopelículas: determinación de los intervalos de clasificación  
(TSB 0.75%glucosa) 
 
PATRONES L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 PROM S.D. 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 
0.134 0.138 0.136 0.143 0.152 0.144 0.142 0.146 0.134 0.145 0.154 0.142 0.143 0.006 
E. faecalis 
JH2-2 
0.032 0.034 0.035 0.033 0.036 0.032 0.037 0.033 0.033 0.032 0.036 0.034 0.034 0.002 
S. aureus 
ATCC 25923 
0.018 0.021 0.023 0.019 0.022 0.028 0.020 0.021 0.024 0.017 0.021 0.022 0.021 0.003 
C.M. (DOc) 0.009 0.011 0.008 0.011 0.012 0.009 0.013 0.011 0.009 0.012 0.008 0.013 0.011 0.002 
 
CLASIFICACIÓN MIN LECTURA MAX 
No formadora 
 
D.O. < 0.011 
Débil 0.011 < D.O. < 0.022 
Moderado 0.022 < D.O. < 0.044 
Fuerte 0.044 < D.O. 
 
 
Determinación de los intervalos de clasificación de las biopelículas mediante la lectura de la absorbancia a 492 nm con referencia a 630 
nm. Se realizaron 4 repeticiones con 3 réplicas de las cepas de control incubados en caldo TSB (0.75% glucosa). Controles: P. 
aeruginosaATCC 27853 (fuerte productor); E. faecalisJH2-2 (moderado productor) yS. Aureus ATCC 25923(débil productor); CM: Control 
del medio sin inocular (Densidad óptica de control). DO: Densidad óptica. Tipo de biopelícula: débil (DO < 2DOc), moderado (2DOc < DO 
< 4DOc) y Fuerte (4DOc < DO). 
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Anexo 7. Formación de biopelículas: efecto de la glucosa sobre la producción de 
biopelículas en cepas de estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efecto de la concentración de Glucosa sobre la formación de  biopelículas. Crecimiento en caldo 
TSA con carbohidrato (0, 0.5 y 0.75% glucosa) sobre placas de microtitulación de poliestireno a 
37°C.   
 
TSB PATRONES L1 L2 L3 L4 PROMEDIO S.D. 
0% 
glucosa 
 
E. faecalis  Efc05/23 0.051 0.047 0.049 0.043 0.048 0.003 
E. faecalis JH2-2 0.021 0.024 0.025 0.023 0.023 0.002 
E. faecium Efm12/20 0.015 0.017 0.017 0.017 0.017 0.001 
0.50% 
glucosa 
 
E. faecalis  Efc05/23 0.105 0.111 0.113 0.107 0.109 0.004 
E. faecalis JH2-2 0.030 0.031 0.027 0.029 0.029 0.002 
E. faecium Efm12/20 0.017 0.021 0.020 0.019 0.019 0.002 
0.75% 
glucosa 
 
E. faecalis  Efc05/23 0.192 0.225 0.192 0.173 0.196 0.022 
E. faecalis JH2-2 0.035 0.034 0.035 0.032 0.034 0.001 
E. faecium Efm12/20 0.019 0.021 0.020 0.021 0.020 0.001 
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 Anexo 8. Supervivencia de G. mellonella; estimación de la dosis infectiva 
 (Dosis: 104 ufc/larva) 
Curva de supervivencia Kaplan-Meier; cepas de control administradas a grupos de 20 
larvas de G. mellonella (dosis: 104 UFC/larva). La supervivencia es superior al 75% en 
ambas cepas de control. No existen diferencias significativas entre ambas curvas de 
supervivencia (Pvalor = 0.5603). 
 
COMPARACIÓN  DE  CURVAS DE 
SUPERVIVENCIA 
Dosis: 10
4
  
UFC/larva 
Log-rank (Mantel-Cox) test 
Chi cuadrado 0.3391 
Df 1 
P valores 0.5603 
Resumen P valores  Ns 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? No 
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 
Chi cuadrado 0.3165 
Df 1 
P valores 0.5737 
Resumen P valores  Ns 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? No 
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 Anexo 9. Supervivencia de G. mellonella; estimación de la dosis infectiva  
(Dosis: 105 ufc/larva) 
Curva de supervivencia Kaplan-Meier; cepas de control administradas a grupos de 20 
larvas de G. mellonella (dosis: 105 UFC/larva). La supervivencia es cercana al 60%. No 
existen diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de ambas cepas de 
control (Pvalor = 0.0596). 
 
 
COMPARACIÓN  DE  CURVAS DE 
SUPERVIVENCIA 
Dosis: 10
5
  
UFC/larva 
Log-rank (Mantel-Cox) test 
Chi cuadrado 3.549 
Df 1 
P valores 0.0596 
Resumen P valores  Ns 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? No 
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 
Chi cuadrado 3.503 
Df 1 
P valores 0.0613 
Resumen P valores  Ns 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? No 
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Anexo 10. Supervivencia de G. mellonella; estimación de la dosis infectiva  
(Dosis: 106 ufc/larva) 
Curva de supervivencia Kaplan-Meier; cepas de control administradas a grupos de 20 
larvas de G. mellonella (dosis: 106 UFC/larva). La supervivencia media de la cepa 
positiva se alcanza a las 32 horas. Si existen diferencias significativas entre las curvas 
de supervivencia de ambas cepas controles (Pvalor<0.0001). 
 
COMPARACIÓN  DE  CURVAS DE 
SUPERVIVENCIA 
Dosis: 10
6
  
UFC/larva 
Log-rank (Mantel-Cox) test 
Chi cuadrado 27.11 
Df 1 
P valores < 0.0001 
Resumen P valores  **** 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? Si 
Gehan-Breslow-Wilcoxon test  
Chi cuadrado 22.72 
Df 1 
P valores < 0.0001 
Resumen P valores  **** 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? Si 
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Anexo 11. Supervivencia de G. mellonella; estimación de la dosis infectiva  
(Dosis: 107 ufc/larva) 
Curva de supervivencia Kaplan-Meier; cepas de control administradas a grupos de 20 
larvas de G. mellonella (dosis: 107 UFC/larva). Letalidad al 100% alcanzada a las 48 y 
56 horas. No se observan diferencias significativas (Pvalor: 0.1162). 
 
 
COMPARACIÓN  DE  CURVAS DE 
SUPERVIVENCIA 
Dosis: 10
7
  
UFC/larva 
Log-rank (Mantel-Cox) test 
Chi cuadrado 2.468 
Df 1 
P valores 0.1162 
Resumen P valores  Ns 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? No 
Gehan-Breslow-Wilcoxon test 
Chi cuadrado 2.77 
Df 1 
P valores 0.096 
Resumen P valores  ns 
¿Son las curvas de supervivencia 
significativamente diferentes? No 
 
 
  
 
 
 
 
Anexo 12.  Frecuencias acumuladas de mortalidad de G. mellonella por enterococos marinos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviaturas: DGV: Determinantes genéticos de virulencia;  DFV: Determinante fenotipico de virulencia;  
H.: Horas; BH+: Betahemólisis; GEL: gelatinasa; Bp: Biopelícula (+ moderada; ++ fuerte) 
  
N° CODIGO ESPECIE DGV DFV 8 H. 16 H. 24 H. 32 H. 40 H. 48 H. 56 HR. 64 H. 
1 Efc17 E. faecalis gelE+ Bp++ 0.00 0.00 0.05 0.10 0.20 0.25 0.25 0.25 
2 Efc18 E. faecalis esp+ Bp+ 0.00 0.05 0.15 0.20 0.20 0.30 0.30 0.30 
3 Efc26 E. faecalis - Bp+ 0.00 0.00 0.00 0.05 0.15 0.20 0.20 0.20 
4 Efc27 E. faecalis gelE+ GEL+/Bp+ 0.00 0.00 0.05 0.10 0.40 0.70 0.70 0.70 
5 Efc42 E. faecalis esp+ Bp++ 0.00 0.05 0.05 0.10 0.20 0.30 0.30 0.30 
6 Efc43 E. faecalis esp+ Bp++ 0.00 0.05 0.05 0.15 0.20 0.35 0.35 0.35 
7 Efc92 E. faecalis gelE+ Bp+ 0.00 0.00 0.00 0.10 0.15 0.25 0.25 0.25 
8 Efm14 E. faecium esp+/gelE Bp- 0.00 0.00 0.10 0.15 0.20 0.30 0.30 0.30 
9 Efm66 E. faecium - Bp++ 0.00 0.00 0.00 0.05 0.15 0.15 0.15 0.15 
10 Efm70 E. faecium gelE+ Bp+ 0.00 0.00 0.05 0.05 0.05 0.15 0.15 0.15 
11 Ed10 E. durans gelE+ Bp++ 0.00 0.00 0.00 0.05 0.10 0.10 0.15 0.15 
12 Ed32 E. durans gelE+ Bp++ 0.00 0.00 0.00 0.05 0.15 0.20 0.25 0.25 
13 Eh23 E. hirae - Bp+ 0.00 0.00 0.00 0.05 0.15 0.15 0.15 0.15 
14 Eh40 E. hirae - Bp++ 0.00 0.00 0.00 0.05 0.05 0.15 0.15 0.15 
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Anexo 13.  Frecuencias acumuladas de mortalidad de G. mellonella por enterococos clínicos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviaturas: DGV: Determinantes genéticos de virulencia;  DFV: Determinante fenotípico de virulencia;  H.: Horas; 
BH+: Betahemólisis; GEL: gelatinasa; Bp: Biopelícula (+ moderada; ++ fuerte) 
 
N° CODIGO ESPECIE DGV DFV 8 H. 16 H. 24 H. 32 H.  40 H. 48 H. 56 H. 64 H. 
1 Efc22/21 E. faecalis cylA+/gelE+ GEL+/BH+/Bp++ 0.00 0.00 0.40 0.55 0.75 0.90 1.00 1.00 
2 Efc09/17 E. faecalis esp+/cylA+/gelE+ GEL+/BH+/Bp++ 0.00 0.30 0.50 0.85 1.00 1.00 1.00 1.00 
3 Efc06/05 E. faecalis esp+/gelE+ GEL+/Bp++ 0.00 0.05 0.25 0.70 0.80 0.90 0.95 1.00 
4 Efc05/23 E. faecalis gelE+ GEL+ 0.00 0.00 0.25 0.45 0.75 0.80 0.85 0.95 
5 Efc05/26 E. faecalis esp+/cylA+/gelE+ BH+/Bp++ 0.00 0.20 0.45 0.75 0.80 0.90 1.00 1.00 
6 Efc08/24 E. faecalis esp+ Bp++ 0.00 0.05 0.20 0.30 0.35 0.45 0.45 0.45 
7 Efm22/04 E. faecium  cylA+/gelE+ BH+/Bp+ 0.00 0.00 0.10 0.40 0.60 0.75 0.75 0.75 
8 Efm12/20 E. faecium  gelE+ GEL+ 0.00 0.00 0.20 0.35 0.55 0.65 0.65 0.70 
9 Efm09/22 E. faecium  CylA+  - 0.00 0.00 0.10 0.25 0.35 0.45 0.55 0.60 
10 Efm10/13 E. faecium  esp+/gelE+ Bp+  0.00 0.00 0.20 0.25 0.35 0.45 0.45 0.45 
11 Efm06/09 E. faecium  esp+/hyl+ Bp+  0.00 0.00 0.15 0.20 0.40 0.60 0.65 0.65 
12 Efm18/18 E. faecium  esp+/hyl+ - 0.00 0.00 0.00 0.10 0.15 0.35 0.45 0.50 
13 Efm02/12 E. faecium  esp+/hyl+ - 0.00 0.00 0.05 0.05 0.15 0.45 0.55 0.55 
14 Efm07/13 E. faecium  gelE+ GEL+/Bp++ 0.00 0.00 0.15 0.35 0.55 0.85 0.85 0.85 
15 Eh188-4A E. hirae gelE+ - 0.00 0.00 0.05 0.10 0.10 0.20 0.20 0.20 
16 Ed188-4B E. durans - - 0.00 0.00 0.05 0.05 0.15 0.15 0.15 0.15 
17 Ent 189 - 11 E. raffinosus - - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.05 0.05 0.05 0.05 
18 Ent 757-10 E.avium - - 0.00 0.00 0.05 0.05 0.05 0.10 0.10 0.10 
 
 
 
 
 
Anexo 14. PCR Uniplex con primers para genes GelE,  hyl, cylA y esp  de 
Enterococcus según Vankerckhoven et al (2004).   M1: Marcador molecular (250 pb); 
Carril1y2: control negativo (ADN sin primers); Carril3 y4: cepa Efc283  (gelE+); 
Carril5y6: cepa Efc283  (esp+); Carril7y8: cepa Efc283 (cylA+);  Carril9y10: cepa 
Efm14/18 (hyl+).  
 
 
Anexo 15. Resultados de la PCR Multiplex para genes de virulencia en  Enterococcus 
marinos y clínicos.  M1: producto de PCR (mezcla de ADN, cepas Efc09/17 y 
Efm06/09). Carril1: Control negativo de PCR (sin ADN); Carril2: cepa Efc05/27; 
Carril3: cepa Efm02/12; Carril4: cepa Efc18; Carril5: Efm13; Carril6: cepa Ed2; 
Carril7: cepa Eh32; Carril8: cepaEfc08/24; Carril9: cepa Ent757-10;    M2: Marcador 
molecular (250 pb). 
M1 1      2        3      4     5   6  7       8        9       M2 
cylA 
esp 
hyl 
gelE 
750 pb 
 
500 pb 
 
 
250 pb 
M1 1       2      3      4       5  6       7        8      9     10 
750 pb 
 
500 pb 
 
 
250 pb 
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Anexo 16. Resultados de la PCR Multiplex para Enterococcus  de origen clínico.  M1: Marcador 
molecular (250 pb); Carril1: cepa Efm07/13; Carril2: cepa Efc09/17; Carril3: cepa Efc188-11; 
Carril4: cepa Eh188-4A; Carril5: Cepa Efm18/18; Carril6: cepa Efm09/22; Carril7: cepa 
Efc05/23; Carril8: Efm10/13; Carril9: cepa Ent189-11; Carril10: cepa Ed188-4B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M1  1     2     3       4       5       6        7         8        9        10 
750 pb 
 
500 pb 
 
 
 
250 pb 
cylA 
 
esp 
 
 
 
gelE 
hyl 
[132] 
 
 
Anexo 17. Actividad Gelatinasa relativa; Hidrolisis de la Gelatina en Agar nutritivo: cepas 
Efc03/05 (clínico, gelE+) y Efc18 (marino, gelE-) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efc18 
Efc06/05 
[133] 
 
 
 
Anexo 18 y 19. Actividad Gelatinasa relativa; Hidrolisis de la Gelatina en 
Agar nutritivo, cepas clínicas: Efc06/05, Efm10/13 y cepas marinas: 
Efc27; Efm14 y Ed32 (todas gelE+) 
Efm10/13 
Efc22/21 
Efc27 
Efm14 
Ed32 
[134] 
 
 
Anexo 20. Formación de biopelículas en placas de microtitulación de Poliestireno, cultivo de 24 
horas (TSB + 0.75% Glucosa) 
 
Anexo 21. Tinción de las placa de microtitulación con Safranina 0.1 (w/v) por 30 minutos y 
extracción del colorante con solución de etanol/ acetona (80:20 v/v); CM: control de medio; 
C+: P. aeruginosa ATCC 27853; C-: S. aureus ATCC 25923 
 
 
C+   C- 
CM 
C+   C- 
CM 
[135] 
 
 
Anexo 22. Reacción de Alpha hemolisis (hemolisis parcial) sobre 
Agar Tood Hewitt suplementado con 5% de sangre humana 
desfibrinada. Cepas de origen marino (Efm13)  y  clínico (Efm30/15)  
 
 
Anexo 23. Reacción de Gamma hemolisis (no hemolisis) sobre Agar 
Tood Hewitt suplementado con 5% de sangre humana desfibrinada. 
Cepas de origen marino (Efc17)  y  clínico (Efm05/23)  
Efm13 Efm30/15 
Efc17 Efc05/23 
[136] 
 
 
Anexo 24. Reacción de Beta hemolisis (hemolisis total) sobre Agar Tood Hewitt 
suplementado con 5% de sangre humana desfibrinada. Cepas de origen clínico: 
Efc09/17 (líquido cefalorraquídeo)  y  Efm22/04 (líquido ascítico). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efc09/17 Efm22/04
7 
[137] 
 
 
Anexo 25. Recuento en placa de E. faecalis ATCC 29212 sobre 
agar Tood Hewitt (Dilución 10
-6
) 
 
 
Anexo 26. Recuento en placa de E. faecium ATCC 35667 sobre agar 
Tood Hewitt (Dilución 10
-5
) 
[138] 
 
 
Anexo 27. Larva de G. mellonella, peso aproximado de 250-350 mg y 22-28 mm de 
largo para la inoculación. 
 
 
Anexo 28. Larvas de G. mellonella sobre medio de cultivo sintético para su 
mantenimiento. 
 
[139] 
 
 
 
Anexo 29. Inoculación de cepa patógena E. faecalisEfc283 (Dosis 10
6
 
UFC/larva) en G. mellonella, inoculación ventral, base de la pata posterior. 
 
 
Anexo 30. Grupo de larvas post inoculación; se observan procesos de 
melanización de la cutícula  (respuesta humoral a la infección) y 
mortandad (ausencia de respuesta a un estímulo). 
